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RINGKASAN 
Salah satu penyebab terjadinya kanker hati adalah adanya senyawa 
nitrosamin yang terbentuk akibat pengolahan maupun pengawetan makanan 
menggunakan nitrit atau nitrat. Kulit jeruk merupakan limbah hasil pengolahan 
jeruk dan memiliki kandungan senyawa bioaktif salah satunya flavonoid yang 
memiliki aktivitas anti-inflamasi dan antikanker. Penelitian ini bertujuan untuk 
menentukan kondisi optimum ekstraksi kulit jeruk Batu 55 (Citrus reticulata) 
dengan MAE dan menguji pengaruh ekstrak kulit jeruk pada mencit yang diinduksi 
dengan dietilnitrosamin (DEN) terhadap sel CD4
+
 TNF-!+, CD8+IL-6+ dan CD4+IL-
10
+
 serta histopatologi hati mencit. 
Penelitian ini terdiri dari dua tahap penelitian. Penelitian tahap pertama yakni 
optimasi ekstraksi kulit jeruk dengan MAE menggunakan metode Response 
Surface Methodology (RSM). Rancangan ini menggunakan variabel bebas yaitu 
lama waktu ekstraksi, konsentrasi etanol dan suhu ekstraksi dengan respon total 
flavonoid, total fenol, aktivitas antioksidan dan identifikasi senyawa flavonoid 
dengan LCMS. Tahap kedua yakni pengujian ekstrak kulit jeruk pada mencit model 
kanker hati yang diinduksi DEN. Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak 
Lengkap (RAL) menggunakan 35 ekor mencit dengan 5 kelompok terdiri dari 
kontrol sehat (K-), kontrol positif (+), kelompok silymarin, kelompok dosis 5 
ml/kg/BB/hari dan dosis 10 ml/kg/BB/hari. Ekstrak kulit jeruk diberikan selama 15 
hari sebelum injeksi dietilnitrosamin dan selama 28 hari setelah injeksi. Pada akhir 











 sedangkan, hati digunakan untuk analisis histopatologi.  
Hasil penelitian menunjukkan kondisi optimum ekstraksi MAE kulit jeruk 
adalah kombinasi waktu ekstraksi 17 menit, konsentrasi etanol 50% dan suhu 
ekstraksi 75
O
C. Kandungan total flavonoid, total fenol dan aktivitas antioksidan 
kulit jeruk masing-masing sebesar 14,10 mg QE/g, 14,11 mg GAE/g, 51,52%. Hasil 
identifikasi flavonoid menggunakan LCMS yaitu naringin, narirutin, hesperidin, 
neohesperidin dan nobiletin. Hasil respon imun menunjukkan bahwa jumlah rerata 
sel CD4
+
 TNF-	! pada mencit kelompok perlakuan ekstrak kulit jeruk dosis 10 
ml/kg/BB/hari, marker TNF-	! sel CD4+ secara signifikan lebih tinggi (p<0,05) 
dibandingkan dengan kontrol positif. Sedangkan, pada mencit yang diberikan 





berbeda dari kontrol positif. Selain itu, pada mencit yang diberi ekstrak kulit jeruk 




 secara signifikan lebih tinggi 
dibandingkan dengan kontrol positif (p<0,05). Ekstrak kulit jeruk mampu berperan 
sebagai imunomodulator terhadap mencit yang diinduksi DEN.  
Kata Kunci: Kulit Jeruk, Microwave Assisted Extraction, Flavonoid, 
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SUMMARY 
 
One of the causes of liver cancer is the presence of nitrosamine are formed 
during food processing and preservation using nitrate or nitrite. Citrus peel is a 
waste that obtained from citrus processing and contains bioactive compounds such 
as flavonoid which have anti-inflammatory and anticancer activity. This study 
aimed to determine the optimum condition of extraction of Citrus reticulata peel by 
using microwave assisted extraction and to verify the effect of citrus peel extraction 
on CD4
+
TNF-!+, CD8+IL-6+, CD4+IL-10+ and histopathology of diethylnitrosamine-
induced cancer mice.   
 This study consisted of two stages of research. The first step was 
optimization of citrus peel extraction using response surface method. The three 
variables used in this optimization were extraction time, ethanol concentration and 
temperature extraction. The three responses observed were flavonoid content, 
phenol content, antioxidant activity and identification flavonoid compounds using 
LCMS. The second step was to investigate the effect of citrus peel extract in 
diethylnitrosamine-induced liver cancer mice. This study used completely 
randomized design. Mice were divided into five groups as follows negative control, 
positive control, silymarin group, citrus peel extract dose of 5 ml/kg/body 
weight/day group and citrus peel extract dose of 10 ml/kg/ body weight/day group. 
Citrus peel extracts were given for 15 days prior to injection of diethylnitrosamine 
and for 28 days after injection. At the end of the 51th day experiment, spleen was 
obtained to determine CD4
+
 TNF-!+, CD8+IL-6+ and CD4+IL-10+ whereas, liver was 
obtained to analyse the histopatology. 
 The results showed that the optimum condition of extraction of citrus peel 
using MAE was a combination of 17 min of extraction time, 50% of ethanol 
concentration and 75
o
C of extraction temperature. The flavonoid content, phenolic 
content and antioxidant activity of citrus peel extract were 14,10 mg QE/g, 14,11 
mg GAE/g and 51,52%, respectively. The identified flavonoids using LCMS were 
naringin, narirutin, neohesperidin, hesperidin and nobiletin. The imun responses 
showed that in mice given citrus peel extract at dose of 10 ml/kg/body weight /day, 
TNF-α markers of CD4+ cells were significantly higher than those of positive 
control (p <0,05). Meanwhile, in mice given citrus peel extract at dose of 5 and 10 
ml/kg/body weight /day, IL-6 markers of CD8+ cells did not differ from those of 
positive control.  In addition, in mice given citrus peel extract at dose of 5 and 10 
ml/kg/body weight/day, IL-10 markers of CD4+ cells were both significantly higher 
than those of positive control (p<0,05). Citrus peel extract can act an 
immunomodulator in diethylnitrosamine induced mice.  
Keyword: Citrus Peel, Microwave Assisted Extraction, Flavonoid, 
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BAB I     PENDAHULUAN 
 
1.1 Latar Belakang  
Kanker hati merupakan salah satu jenis kanker paling umum keenam di dunia. 
Di Indonesia, kanker hati merupakan penyebab kedua dari kematian akibat kanker. 
Kanker hati lebih umum terjadi pada laki-laki (Globocan, 2020). Penyebab umum 
terjadinya kanker hati adalah adanya senyawa nitrosamin yang terbentuk akibat 
pengolahan maupun pengawetan makanan. Nitrosamin dibentuk dari produk yang 
ada secara alami, seperti amina yang merupakan bagian dari struktur protein pada 
daging atau ditambahkan pada saat produksi (misalnya, nitrit) yang digunakan 
sebagai pengawet pada olahan daging, seperti kornet dan sosis karena mampu 
menghambat pertumbuhan bakteri patogen (Prangdimurti et al., 2007). Nitrosamin 
dapat terbentuk didalam tubuh apabila makanan yang dikonsumsi mengandung 
prekursor dari nitrosamin. Prekursor pembentuk nitrosamin adalah amin sekunder. 
Pembentukan nitrosamin terjadi dalam kondisi pH rendah (kurang dari 6,55) untuk 
membentuk agen nitrosasi dan pemasakan pada suhu tinggi biasanya diatas 
130
O
C (Govari dan Pexara, 2015). Nitrosamin dikelompokkan menjadi nitrosamin 
volatil dan non volatil. Salah satu kelompok nitrosamin volatil yang banyak 
ditemukan pada makanan dan bersifat karsinogenik adalah dietilnitrosamin (Park 
et al., 2015).  
Dietilnitrosamin (DEN) diaktivasi oleh enzim sitokrom P450 (CYP450) di hati. 
DEN yang teraktivasi bersifat elektorfilik dan terjadi ikatan kovalen pada bagian 
nukleofilik DNA membentuk DNA adduct akibatnya terjadi kerusakan DNA yang 
menyebabkan terjadinya mutasi DNA. Mutasi DNA yang tidak dapat diperbaiki 
akan mengakibatkan karsinogenesis yaitu kanker hati (Liu et al., 2016).  Selain itu, 
DEN yang teraktivasi akan meningkatkan pembentukan reactive oxygen spesies 
(ROS) yang mengakibatkan aktivasi NF-#B. Aktivasi NF-#B akan menginduksi 
pelepasan mediator sitokin IL-6 dan TNF-! yang berkorelasi dengan adanya 
inflamasi didalam tubuh serta berperan dalam meningkatkan perkembangan tumor 
(Ueno et al., 2015). Pada fase awal pembentukan tumorgenesis mengaktifkan sel 
imun innate, seperti sel dendritik yang berperan dalam memfagosit sel tumor dan 
kemudian bermigrasi ke organ limfoid untuk mempresentasikan limfosit sel T pada 
sel imun adaptif. Limfosit sel T kemudian berdiferensiasi menjadi sel Th2 yang 
mensekresikan sitokin anti-inflamasi, IL-10 yang berperan dalam menurunkan 




Senyawa bioaktif merupakan senyawa metabolit sekunder, seperti fenol dan 
flavonoid. Komponen senyawa ini dapat ditemukan pada sayur dan buah. Jeruk 
Batu 55 atau yang dikenal sebagai jeruk keprok merupakan salah satu komoditas 
buah jeruk yang banyak dibudidayakan di Malang. Produksi jeruk Batu 55 pada 
tahun 2019 mencapai 1.352.804 kw (Badan Pusat Statistik, 2020). Kelimpahan 
produksi jeruk ini banyak dimanfaatkan salah satunya sebagai minuman sari buah 
jeruk. Hasil pengolahan jeruk sebagai minuman sari buah menghasilkan limbah 
berupa kulit jeruk. Limbah kulit jeruk diketahui merupakan sumber antioksidan 
alami yang kaya akan polifenol dan flavonoid, yang memiliki aktivitas biologis 
sebagai antioksidan, antikanker dan anti-inflamasi (Imran et al., 2020).   
Senyawa flavonoid merupakan salah satu senyawa yang bersifat sebagai 
antikanker. Kandungan flavonoid yang utama terdapat pada kulit jeruk adalah 
narirutin, nobiletin dan hesperidin (Hegazy dan Ibrahium, 2012). Hesperidin 
merupakan salah satu senyawa bioaktif yang banyak terdapat pada kulit jeruk. 
Kandungan hesperidin pada kulit jeruk sebesar 5,2 mg QE/g bubuk kulit jeruk 
dibandingkan pada bagian lain (Ghasemi et al., 2009). Pada penelitian yang 
dilakukan oleh Wu et al., (2015), mengenai pengaruh pemberian nobiletin yang 
berasal dari ekstrak kulit jeruk pada mencit yang diinduksi azoxymethane (AOM) 
untuk membentuk kanker usus hasilnya menunjukkan bahwa nobiletin dapat 
menurunkan produksi sitokin proinflamasi TNF-, IL-6, dan IL-1$ masing-masing 
sebesar 51%, 69% dan 91% dibandingkan dengan kelompok kontrol.  
Untuk mendapatkan senyawa bioaktif yang terdapat pada kulit jeruk maka 
diperlukan proses ekstraksi. Proses ekstraksi dapat dilakukan dengan 
menggunakan metode konvensional (maserasi dan soxhletasi) dan non 
konvensional (ekstrasi dengan bantuan gelombang mikro (MAE), ekstraksi dengan 
bantuan gelombang ultrasound (UAE)). Metode ekstraksi dengan menggunakan 
gelombang mikro (MAE) sudah banyak dilakukan dan memiliki kelebihan 
dibandingkan dengan metode ekstraksi konvensional. Salah satu kelebihan 
ekstraksi dengan menggunakan MAE adalah waktu ekstraksi yang lebih singkat, 
konsumsi energi dan pelarut yang lebih sedikit (Kute et al., 2015). Selain itu, 
ekstraksi kulit jeruk dengan menggunakan MAE menghasilkan nilai total flavonoid 
lebih tinggi dibandingkan dengan metode ekstraksi konvensional, yaitu masing-
masing sebesar 2,275	g rutin/100 g dan 1,609 g rutin/100 g (M’hiri et al., 2017).  
Sehingga pada penelitian kali ini dilakukan proses optimasi ekstraksi kulit jeruk 
Batu 55 menggunakan Microwave Assisted Extraction (MAE) dengan rancangan 




Behnken design untuk mengetahui pengaruh dari variabel bebas yang digunakan 
yaitu waktu ekstraksi, konsentrasi etanol, dan suhu ekstraksi terhadap respon total 
flavonoid, total fenol dan aktivitas antioksidan yang dihasilkan. Pemilihan jeruk 
Batu 55 sebagai bahan baku untuk penelitian ini dikarenakan jeruk Batu 55 yang 
digunakan merupakan jeruk yang dibudidayakan secara organik dan untuk 
menghindari adanya pestisida pada kulit jeruk. Selain itu, ketersediaan bahan 
baku kulit jeruk ini cukup banyak dikarenakan petani jeruk yang membudidayakan 
jeruk Batu 55 ini juga memproduksi minuman sari jeruk propolis dalam skala rumah 
tangga. Kisaran batas bawah dan batas atas waktu ekstraksi dan konsentrasi 
etanol yang digunakan untuk optimasi diperoleh berdasarkan hasil penelitian 
pendahuluan yaitu waktu ekstraksi 15 menit dan konsentrasi etanol 70% sehingga 
batas bawah dan atas yang digunakan untuk optimasi ekstraksi yaitu waktu 
ekstraksi 5 menit dan 25 menit. Batas bawah dan batas atas untuk konsentrasi 





C. Ekstrak kulit jeruk hasil proses optimasi dilakukan 
pemekatan untuk menguapkan pelarut dengan menggunakan rotary evaporator 
pada suhu 45
O
C. Ekstrak pekat hasil rotary evaporator dilakukan pengujian 
terhadap hewan coba untuk menguji pengaruh ekstrak pekat kulit jeruk terhadap 
respon imun dengan marker CD4
+
 TNF-!+, CD8+IL-6+ dan CD4+IL-10+ serta 
histopatologi hati mencit yang diinduksi dietilnitrosamin.  
 
1.2 Rumusan Masalah   
1. Bagaimana kombinasi waktu ekstraksi, konsentrasi etanol dan suhu ekstraksi 
kulit jeruk Batu 55 menggunakan MAE untuk mendapatkan ekstrak dengan 
kadar total flavonoid, total fenol dan aktivitas antioksidan yang optimum 
menggunakan rancangan RSM? 
2. Berapakah kadar total flavonoid, total fenol dan aktivitas antioksidan yang 
dihasilkan dari ekstraksi kulit jeruk Batu 55 menggunakan MAE pada kondisi 
optimum? 
3. Bagaimana pengaruh ekstrak kulit jeruk Batu 55 hasil optimasi dengan MAE 
terhadap respon imun dengan marker CD4
+
 TNF-!+, CD8+IL-6+ dan CD4+IL-10+ 
serta histopatologi hati mencit yang diinduksi dietilnitrosamin? 
 
1.3 Tujuan Penelitian 
1. Mendapatkan kombinasi waktu ekstraksi, konsentrasi etanol dan suhu 




untuk mendapatkan ekstrak dengan kadar total flavonoid, total fenol dan 
aktivitas antioksidan yang optimum menggunakan rancangan RSM 
2. Mendapatkan ekstrak kulit jeruk Batu 55 dengan kadar total flavonoid, total 
fenol dan aktivitas antioksidan yang optimum menggunakan MAE 
3. Mengetahui pengaruh ekstrak kulit jeruk Batu 55 hasil optimasi dengan MAE 
terhadap respon imun dengan marker sel CD4
+





 serta histopatologi hati mencit yang diinduksi dietilnitrosamin 
 
1.4 Manfaat Penelitian 
1. Memberikan informasi kombinasi waktu ekstraksi, konsentrasi etanol dan 
suhu ekstraksi yang optimum untuk ekstrak kulit jeruk Batu 55 menggunakan 
MAE untuk mendapatkan ekstrak dengan kadar total flavonoid, total fenol dan 
aktivitas antioksidan yang optimum menggunakan rancangan RSM 
2. Memberikan informasi kadar total flavonoid, total fenol dan aktivitas 
antioksidan yang optimum dari ekstraksi kulit jeruk Batu 55 menggunakan 
MAE 
3. Memberikan informasi pengaruh ekstrak kulit jeruk Batu 55 hasil optimasi 















BAB II     TINJAUAN PUSTAKA 
 
2.1 Jeruk Batu 55 (Citrus reticulata) 
Jeruk merupakan salah satu komoditi buah-buahan yang banyak 
dibudidayakan di Indonesia. Salah satu jenis jeruk lokal yang dibudidayakan yaitu 
jeruk keprok (Citrus reticulata). Kabupaten Malang merupakan salah satu wilayah 
penghasil jeruk keprok terbesar di Jawa Timur. Hasil produksi jeruk keprok di 
Kabupaten Malang sebesar 21.432 ton (3,77%) (Pusat data dan Sistem Informasi 
Pertanian, 2015).  
Indonesia memiliki beragam jeruk keprok varietas unggul yang berkualitas. 
Jeruk Batu 55 atau dikenal dengan jeruk keprok merupakan varietas jeruk lokal 
yang memiliki beberapa ciri-ciri, seperti berwarna hijau kekuningan hingga kuning, 
memiliki kandungan sumber vitamin C yang tinggi, tekstur daging yang lembut, 
produktifitasnya tinggi sehingga populer dikalangan petani dan konsumen. Jeruk 
Batu 55 termasuk kedalam famili Rutaceae (Widoretno, et al., 2017). Jeruk Batu 













Jeruk keprok merupakan jenis jeruk yang tumbuh baik di dataran tinggi, 
memiliki kulit buah yang tipis, mudah terkelupas dan warna daging oranye. Pada 
umumnya jeruk keprok tidak memiliki duri. Daunnya berbentuk bulat telur 
memanjang atau elips. Permukaan atas daun berwarna hijau tua mengkilat dan 
permukaan daun berwarna hijau muda. Panjang daun 4-8 cm dan lebarnya 1,5-4 
cm (Effendi, 2009).  
Ada berbagai jenis tumbuhan jeruk dan semua tanaman ini tersedia diseluruh 
dunia. Tanaman ini secara luas digunakan sebagai tanaman obat dan industri 
 Gambar 2.1 Jeruk Batu 55 




pangan. Citrus reticulata merupakan tanaman yang dapat tumbuh hingga 
mencapai ketinggian 20 kaki. Tanaman ini mulai berbuah pada masa tanam 3 
tahun. Konsistensi buahnya terdiri dari 3 lapisan, yaitu (a) kulit luar dengan kelenjar 
minyak yang menghasilkan minyak esensial, dengan bau khas jeruk, (b) mesocarp 
putih, seperti benang, (c) dan endocarp yang terdiri dari 8-10 segmen yang berisi 
kantung jus (Mandal dan Mandal, 2016). 
Buah jeruk sering diolah menjadi jus buah dan sisanya sebagai limbah, terdiri 
dari kulit, membran dan biji. Kulit jeruk terdiri dari epicarp (flavedo dalam buah 
jeruk, yang merupakan lapisan permukaan berwarna) dan mesocarp (albedo, 
lapisan tengah halus). Kulit jeruk kaya akan senyawa flavonoid alami dan 
jumlahnya lebih tinggi dibandingkan pada bagian yang dapat dimakan (Putnik et 
al., 2017). Bagian epicarp dan mesocarp pada kulit jeruk dapat dilihat pada 
Gambar 2.2. 
 
2.1.1 Kulit Jeruk  
Kulit jeruk merupakan fraksi limbah utama buah jeruk, yang mana secara 
luas sudah dipelajari karena banyak mengandung senyawa biologis aktif termasuk 
antioksidan alami seperti asam fenolik dan flavonoid. Beberapa teknik yang 
digunakan untuk mengekstraksi kulit jeruk antara lain: refluk, ekstraksi dengan 
bantuan gelombang ultrasonik, ekstraksi dengan gelombang mikro dan maserasi 
(Hayat et al., 2009).  
2.1.2 Senyawa Bioaktif Kulit Jeruk  
Senyawa bioaktif berasal dari kata bio dan aktif. Bio berasal dari kata bios 
yang berarti hidup dan aktif berasal dari bahasa latin activus yang memiliki arti 
dinamis, penuh dengan energi. Senyawa bioaktif secara sederhana adalah 
substansi yang memiliki aktivitas biologis. Senyawa bioaktif ini terdapat pada 
Gambar 2.2 Anatomi Buah Jeruk 




tumbuhan, makanan tertentu, hewan, organisme dan mikroorganisme. Senyawa 
bioaktif ini merupakan senyawa hasil metabolit sekunder (Guaadaoui et al., 2014).  
Kulit jeruk merupakan limbah hasil samping dari jeruk. Kulit jeruk merupakan 
salah satu sumber penting senyawa bioaktif termasuk antioksidan seperti asam 
askorbat, senyawa fenolik, flavonoid dan pektin yang penting bagi nutrisi manusia. 
Senyawa bioaktif diperoleh melalui proses eksraksi. Kandungan bioaktif yang 
terdapat pada kulit jeruk memiliki aktvitas biologis sebagai antikanker, antiinflmasi, 
antioksidan dan antibakteri (Amutha et al., 2018). Beberapa penelitian yang 






Tabel 2.1 Penelitian terdahulu menggunakan ekstrak kulit jeruk 
Metode Penelitian Hasil Sumber 
Ekstrak kulit jeruk (Citrus 
reticulata) sebagai:  





faecalis, E.coli dan 
Candida tropicalis 
b. Penyembuh luka 
pada mencit yang 
diberi perlakuan luka 
bakar 
- Ekstrak kulit jeruk  menunjukkan aktivitas 
antibakteri yang signifikan dalam 
menghambat pertumbuhan 
Enterococcus faecalis, S.aureus dan 
E.coli dengan diameter zona hambat 
yang terbentuk >8,5 mm. 
- Efektifitas penyembuhan luka dikaitkan 
dengan kemampuan kulit jeruk dalam 
menghambat pertumbuhan bakteri yang 
terdapat dalam kulit S.aureus sehingga 
mengurangi inflamasi ditempat 
terbentuknya luka.  




Ekstrak kulit jeruk 
menghambat migrasi sel 
WiDr (kanker usus) 
Ekstrak kulit jeruk memiliki efek  
antimigrasi dibandingkan dengan 
doksorubisin. Ekstrak kulit jeruk dosis ½ 
IC50 memiliki efek antimigrasi paling besar 
(dari 6,9 menjadi 4) terhadap sel WiDr 






Ekstrak kulit jeruk 
sebagai antiinflamasi 
Pemberian ekstrak kulit jeruk (Citrus 
reticulata) dosis 250 mg menunjukkan 
penurunan yang signifikan terhadap 
edema kaki mencit pada jam ke-3, ke-4 
dan ke-5. Sedangkan, pada dosis 500 mg 
menunjukkan penurunan yang signifikan 
terhadap edema kaki mencit pada semua 
interval waktu (dari jam ke-1 hingga jam 
ke-5) setelah diinjeksi dengan karagenen. 
Malleshappa 
et al., 2018. 
 
   
Ekstrak kulit jeruk 
sebagai antiproliferatif 
terhadap sel BT-474 
(kanker payudara) 
Pengaruh ekstrak kulit jeruk terhadap 
viabilitas sel BT-474 yang diekstraksi 
dengan menggunakan hydro-ethanolic 
mampu menurunkan viabilitas sel sebesar 
80% dan 85% setelah terpapar selama 24 
jam hingga  48 jam serta nilai IC50 aktivitas 
antiproliferasi terhadap sel BT-474 
sebesar 167.2 !g/ml. 





ekstrak kulit jeruk   
Pada pengujian asam tiobarbiturat dari 
minyak bunga matahari selama 
penyimpanan hasilnya ekstrak kulit jeruk 
menunjukkan efek perlindungan  dari 
peroksidasi lemak minyak bunga matahari 
selama penyimpanan 24 hari pada suhu 
ruang, dan pengaruh paling kuat dari 
penurunan nilai TBARS setelah 8 hari 
penyimpanan.  






Menurut Ganesan dan Xu, (2017), polifenol adalah fitokimia, sebagian besar 
ditemukan di buah-buahan, sayuran, teh, kopi, cokelat, kacang-kacangan dan 
sereal. Ada lebih dari 8000 jenis polifenol yang sudah teridentifikasi di alam dan 




radikal bebas. Polifenol dibagi menjadi empat jenis berdasarkan keberadaan 
jumlah gugus fenolik dan struktur elemen, yaitu flavonoid, stilben, lignan dan asam 
fenolik.  
Polifenol diketahui sebagai antioksidan yang kuat. Polifenol terdapat dalam 
berbagai jenis makanan, termasuk sayuran dan buah-buahan dan dapat 
diklasifikasikan kedalam flavonoid dan non-flavonoid. Polifenol bersifat sebagai 
antiinflamasi (Singh et al., 2020). Mekanisme polifenol dalam menghambat 
inflamasi dapat dilihat pada Gambar 2.3.  
 
Berdasarkan gambar diatas diketahui bahwa polifenol akan memodulasi jalur 
persinyalan inflamasi melalui mekanisme berbasis antioksidan. Polifenol akan 
menurunkan stress oksidatif, yang akan menghambat sinyal transduksi untuk 
memproduksi mediator proinflamasi melalui tiga jalur yaitu, jalur 1) reduksi ROS 
akan menurunkan jumlah dari damage associated molecular patterns (DAMPs), 2) 
reduksi ROS juga akan menahan fosforilasi IkB (kinase), yang akan menghalangi 
disosiasi I#B dari NF-#B, 3) ROS secara langsung dapat memfosforilasi I#B, yang 
dapat dicegah oleh polifenol. Jalur ini akan menghambat translokasi nuclear NF-
#B (Singh et al., 2020).   
 
Gambar 2.3 Mekanisme polifenol dalam menghambat inflamasi 




2.1.4 Flavonoid  
Flavonoid terdapat pada semua tumbuhan hijau sehingga dapat ditemukan 
pada setiap ekstrak tumbuhan. Flavonoid yang ditemukan pada tanaman 
memberikan kontribusi terhadap pigmen warna kuning, merah, oranye, biru dan 
warna ungu dari bunga, daun dan buah. Saat ini, lebih dari 9000 flavonoid telah 
dilaporkan dan jumlah kebutuhan flavonoid bervariasi antara 20 mg hingga 500 
mg dalam bentuk suplemen makanan termasuk teh, anggur merah, apel, tomat 
dan bawang (Arifin dan Ibrahim, 2018).  
Flavonoid merupakan metabolit sekunder dari polifenol, yang memiliki 
struktur bervariasi dan ditemukan dalam bentuk aglikon atau glikosida pada 
banyak buah dan sayuran. Flavonoid memiliki struktur kimia 15 karbon yang 
dibentuk oleh kerangka umum skeleton of phenyl-benzo-%-pyran (C6-C3-C6). 
Flavonoid sudah banyak dipelajari karena berbagai aktivitas farmakologis yang 
bermanfaat bagi tubuh manusia, dalam hal pencegahan penyakit dan 
pemeliharaan kesehatan (Rodriguez et al., 2019).  
Flavonoid merupakan kelompok polifenol terbesar dan dikategorikan 
kedalam enam subkelas utama: flavon (apigenin dan luteolin), flavonols 
(quercetin, kaempferol, myricetin, dan fisetin), flavanon (naringenin, hesperidin), 
flavanol atau katekin (epikatekin, gallokatekin), antosianidins (sianidin, 
pelargonidin) dan isoflavone (genistein, daidzein). Klasifikasi flavonoid 
berdasarkan kompleksitas kimia dan strukturnya. Secara struktural, flavonoid 
memiliki struktur umum C6-C3-C5 yang mengandung dua cincin aromatic (cincin 
A dan B) yang dihubungkan dengan tiga rantai karbon (cincin-C), membentuk 
heterosiklik teroksigenasi (Dwivedi et al., 2017). Struktur dasar flavonoid dapat 









Pada penelitian yang dilakukan oleh Wang et al., (2008) terhadap 
kandungan total flavonoid dari delapan jenis jeruk yang berbeda yang diekstraksi 
menggunakan metode soxhlet hasilnya menunjukkan bahwa nilai total flavonoid 
Gambar 2.4 Struktur Dasar Flavonoid 




berkisar antara 32,7 hingga 49,2 mg/g db (rutin ekuivalen), level total flavonoid 
paling tinggi terdapat pada jeruk Ponkan (Citrus reticulata Blanco) dan Peiyou 
(Citrus grandis Osbeck CV) dengan nilai masing-masing sebesar 49,2 dan 48,7 
mg/g db rutin. Sedangkan, nilai total flavoid pada kulit jeruk terendah terdapat pada 
Lemon (Citrus limon) dengan nilai total flavonoid sebesar 32,7 mg/g db rutin.  
Perbandingan berbagai macam metode ekstraksi seperti menggunakan 
metode konvensional (CSE), ekstraksi dengan gelombang mikro (MAE) daya 
170W, ekstraksi dengan bantuan gelombang ultrasonik (UAE) daya 125W dan 
ekstraksi menggunakan supercritical CO2 (SC-CO2) dengan tekanan 22 MPa akan 
menghasilkan nilai total flavonoid Citrus sinensis yang berbeda-beda. Ekstraksi 
dilakukan dengan menggunakan etanol konsentrasi 80%, dengan b/v sebesar 
5g:50 ml untuk CSE, UAE dan SC-CO2 dilakukan selama 30 menit, MAE dilakukan 
selama 10 detik. Hasilnya menunjukkan bahwa ekstraksi dengan menggunakan 
MAE lebih tinggi daripada metode ekstraksi UAE, CSE dan SC-CO2. Nilai total 
flavonoid yang diperoleh sebesar 1,265 g/100 g rutin. Selama proses ekstraksi 
dengan gelombang mikro, panas yang dihasilkan mengganggu ikatan hidrogen 
yang lemah dan menyebabkan rotasi molekul dipol (M’hiri et al., 2016).  
Flavonoid merupakan salah satu kelompok senyawa fenolik yang bersifat 
sebagai antioksidan. Mekanisme flavonoid sebagai antioksidan dapat dilihat pada 
Gambar 2.5.  
   
   
   













Gambar 2.5 menunjukkan flavonoid dapat bertindak sebagai antioksidan 
melalui mekanisme berikut ini: flavonoid dapat menangkap ROS secara langsung 
dengan cara mendonorkan atom hidrogennya. Selain itu, flavonoid dapat 
menginduksi enzim detoksifikasi fase II (misalnya, glutathione S-transferase, UDP-
Gambar 2.5 Mekanisme Flavonoid sebagai Antioksidan 




glucuronosyl transferase), yang merupakan enzim pertahanan utama dalam 
melawan stress oksidatif. Mekanisme lain flavonoid sebagai antioksidan dengan 
cara senyawa flavonoid memiliki kemampuan sebagai pengkelat logam besi dan 
tembaga serta dapat menghambat enzim yang bertanggung jawab untuk produksi 
superoksida, seperti xantin oksidase dan NADPH oksidase. Sehingga dapat 
menghambat faktor penyebab pembentukan radikal bebas (Prochazkova et al., 
2011).  
Senyawa flavonoid memiliki kemampuan sebagai pengkelat logam besi dan 
tembaga dengan demikian dapat menghilangkan faktor penyebab pembentukan 
radikal bebas. Mekanisme lain flavonoid sebagai antioksidan dengan cara 
flavonoid menghambat enzim yang bertanggung jawab untuk produksi 
superoksida, seperti xantin oksidase dan NADPH oksidase. Sehingga, dapat 
menghambat pembentukan ROS.    
Enzim sitokrom P450 (enzim fase I monooksigenase) dikenal luas karena 
perananya dalam metabolisme obat dan senyawa asing lainnya. Dengan 
demikian, modulasi sistem enzim ini dapat mempengaruhi metabolisme 
xenobiotik, menghasilkan efek farmakologi dan toksikologi. Metabolit reaktif dapat 
mengalami tambahan metabolisme oleh enzim fase I dan fase II untuk 
menginaktivasi produk. Pada penelitian yang dilakukan terhadap hewan coba, 
dilaporkan bahwa penginduksi sitokrom (CYP) biasanya menurunkan 
karsinogenesitas dari senyawa kimia karsinogen secara in vivo, hal ini 
menunjukkan bahwa induksi jalur detoksifikasi fase I dan II dapat terjadi pada 
tingkat yang lebih besar daripada induksi sitokrom (CYP) yang terlibat dalam 
pembentukan metabolit karsinogenik. Mekanisme flavonoid sebagai antikanker 






Berdasarkan Gambar 2.6 diketahui bahwa flavonoid menghambat atau 
menekan tahapan karsinogenesis. Karsinogenesis diawali dengan perubahan sel 
normal menjadi sel mutasi. Sel ini mengalami proses promosi tumor menjadi sel 
tumor jinak, yang kemudian berkembang menjadi sel-sel yang ganas. Flavonoid 
dapat menghalangi proses ini dengan berbagai cara. Beberapa flavonoid 
(contohnya, kaempferol, diosmetin, theaflavin, dan biochanin A) dapat 
menghambat aktivasi metabolit prokarsinogen menjadi spesies elektrofilik utama 
oleh enzim fase 1 (terutama sitokrom), atau interaksi selanjutnya dengan DNA. 
Oleh karena itu, agen ini memblokir proses inisiasi tumor (blocking agents). 
Dengan kemungkinan lain, flavonoid (contohnya, naringenin, quercetin, dan 
biochanin A) dapat merangsang detoksifikasi karsinogen dengan menginduksi 
enzim fase II, yang mengarah pada proses pengeluaran dari tubuh. Flavonoid 
seperti genistein dan EGCG menekan langkah selanjutnya (promosi dan progresi) 
dari tahapan karsinogenesis (suppressing agents) dengan mempengaruhi siklus 
sel, angiogenesis, invansi dan apoptosis (Moon et al., 2006).  
Gambar 2.6 Flavonoid menginduksi Fase I dan Fase II 




Inflamasi kronis menyebabkan perkembangan tumor, modulasi perubahan 
seluler, proliferasi, invasi, metastasis dan angiogenesis. Flavonoid memiliki 
beberapa mekanisme sebagai anti-inflamasi melalui pengaturan sel imun dengan 
cara menekan kemokin, COX-2, sitokin dan faktor transkripsi proinflamasi, 
menghambat PI3K/Akt, menghambat kappa kinase/c-jun amino-terminal kinase 
(IKK/JNK). Jalur persinyalan nuclear factor kappa B (NF-#B) berperan sangat 
penting dalam pengaturan inflamasi dan berhubungan dengan modulasi berbagai 
macam kanker (Kopustinskiene et al., 2020). Peran flavonoid dalam proses 
inflamasi dapat dilihat pada Gambar 2.7. 
 
 
Gambar 2.7 menunjukkan sistem imun berperan penting dalam melindungi 
organisme dari infeksi dan kanker. limfosit B dan T serta makrofag merupakan sel 
utama yang bertanggung jawab untuk imunitas. Sel B yang memproduksi antibodi 
dapat menempel pada patogen, menandainya sehingga dikenali dan dihancurkan 
oleh fagosit. Sel T sitoksik dapat membunuh sel tumor secara langsung, sel T 
helper mensekresikan sitokin dan mediator yang mengatur aktivitas limfosit B dan 
makrofag. Flavonoid dapat mengurangi angiogenesis dengan menghambat jalur 
mTOR (mammalian target of rapamycin) yang dapat mengurangi ekspresi VEGF 
(vascular endothelial growth factor) sehingga terjadi penurunan invasi sel. Selain 
itu, flavonoid dapat menekan sekresi sitokin proinflamasi seperti TNF-α, IL-6 dan 
IL1-$ serta menurunkan ekspresi iNOS (inducible nitrit oxide synthase) 
(Kopustinskiene et al., 2020).   
 
Gambar 2.7 Peran flavonoid dalam inflamasi 




2.1.4.1 Naringin  
Naringin memiliki rumus molekul C27H32O14 dan berat molekul 580,4 g/mol.  
Naringin merupakan kelompok flavanon glikosida yang banyak ditemukan pada 
buah jeruk. Memberikan rasa pahit yang berbeda dari buah jeruk bali. Kandungan 
naringin pada Citrus reticulata sebesar 3383,6 &g/ml (Alam et al., 2014). Struktur 

















Flavonoid pada kulit jeruk yang utama terdiri dari golongan flavanon 
glikosida. senyawa flavonon glikosida salah satunya terdiri dari narirutin. Naritutin 
dikenal sebagai naringenin-7-O-rutinosida. Narirutin memiliki rumus molekul 
C27H32O14 dan berat molekul 580,53 (Sawalha et al., 2009). Struktur kimia narirutin 









Hesperidin merupakan senyawa utama yang banyak ditemukan pada kulit 
jeruk. Hesperidin adalah senyawa flavonoid golongan flavanon glikosida. 
Hesperidin dikenal sebagai hesperitin-7-O-rutinosida. Memiliki rumus molekul 
C28H34O15 dan berat molekul 610,57. Berbagai pengaruh biologis dan farmakologis 
dari hesperidin sudah banyak dilaporkan. Hesperidin memiliki aktivitas 
Gambar 2.9 Struktur Kimia Narirutin 
Sumber: Sawalha et al., (2009) 
Gambar 2.8 Struktur Kimia Naringin 




antioksidan, anti-inflamasi dan anti-karsiogenik. Hesperidin menunjukkan 
pengaruh mediatori yang signifikan pada apoptosis ekstrinsik dan intrinsik sel 
kanker yang berbeda (Hajialyani et al., 2019). Struktur kimia hesperidin dapat 












Flavonoid utama yang terdapat pada kulit jeruk salah satunya adalah 
neohesperidin dengan rumus molekul C28H34O15 dan berat molekul 610,56. 
Neohesperidin yang diperoleh dari ekstraksi bubuk kulit jeruk dengan 
menggunakan MAE sebesar 1,045 ± 0,0001 g/100g bubuk kulit jeruk, sedangkan 
hesperidin yang diperoleh pada ekstraksi dengan menggunakan UAE sebesar 
0,836 ± 0,029 g/100 g bubuk kulit jeruk (Putnik et al., 2017). Struktur kimia 










Nobiltein dikenal dengan nama lain 5,6,7,8,3’,4’-hexamethoxyflavone, NOB 
merupakan salah satu senyawa dari golongan polymethoxylated flavones yang 
memiliki kelas unik flavonoid yang diisolasi dari buah jeruk. Nobiletin memiliki 
rumus molekul C21H22O8 dan berat molekul 402,39. Bioaktivitas suatu senyawa 
tergantung pada struktur dan metabolismenya. Tanpa bagian glikosida, NOB 
secara mudah diserap, karena sifat lipofilik alami dan permeabilitas yang tinggi 
Gambar 2.10 Struktur Kimia Hesperidin 
Sumber: Hajialyani et al., (2019) 
 
Gambar 2.11 Struktur Kimia Neohesperidin 




yang mana mengindikasikan mekanisme spesifik. Beberapa penelitian 
menunjukkan bahwa NOB memiliki berbagai pengaruh yang menguntungkan, 
seperti antikanker, anti-inflamasi, antioksidan, immunomodulasi, neuoroperoteksi 











2.1.5 Antioksidan  
Antioksidan adalah molekul yang mencegah kerusakan sel yang disebabkan 
oleh oksidasi molekul lain. Oksidasi adalah reaksi kimia yang mentransfer elektron 
dari satu molekul ke zat pengoksidasi. Reaksi oksidasi diketahui menghasilkan 
radikal bebas. Radikal bebas ini adalah spesies yang sangat reaktif yang 
mengandung satu atau lebih elektron tidak berpasangan di kulit terluarnya (Mamta 
et al., 2013).  
Antioksidan terdiri dari dua macam, yaitu antioksidan endogen dan 
antioksidan eksogen. Antioksigen endogen yaitu sejumah komponen protein dan 
enzim yang disintesis dalam tubuh dan memiliki peran dalam menangkal oksidasi 
yang berasal dari pembentukan radikal bebas yang terdiri dari katalase, 
superoksida dismutase dan protein yang berikatan dengan logam seperti 
transferin dan seruloplasmin. Antioksidan eksogen adalah antioksidan yang 
bersumber dari makanan, terdiri atas tokoferol (vitamin E), asam askorbat (vitamin 
C), karotenoid, antosianin dan flavonoid (Yadav et al., 2016).  
Antioksidan dapat diklasifikasikan menjadi dua jenis utama berdasarkan 
sumbernya, yaitu antioksidan alami dan antioksidan sintetis. Antioksidan alami 
disintesis dalam tubuh manusia melalui proses metabolisme atau ditambahkan 
dari sumber alami lainnya dan aktiviasnya sangat tergantung pada sifat fisik dan 
kimia serta mekanisme kerja. Sedangkan, antioksidan sintetis adalah antioksidan 
yang diproduksi secara artifisal atau disintesis menggunakan berbagai teknik. 
Antioksidan alami dibagi menjadi dua kategori, yaitu antioksidan enzimatis dan 
Gambar 2.12 Struktur Kimia Nobiletin 




antioksidan non enzimatis. Antioksidan enzimatis terbagi menjadi antioksidan 
primer dan sekunder. Superoksida dismutase (SOD), katalase (CAT) dan glutation 
peroksidase (GPx) merupakan bagian dari antioksidan primer. Antioksidan 
sekunder meliputi glutation reduktase (GR) dan glukosa-6-fosfat-dehidrogenase 
(G6PDH). Beberapa contoh antioksidan non enzimatis seperti mineral, vitamin, 
karotenoid, dan polifenol (Pradedova et al., 2011).   
Jika suatu senyawa menghambat pembentukan alkil radikal bebas pada 
tahap inisiasi atau jika senyawa kimia menganggu propagasi dari rantai radikal 
bebas, senyawa tersebut dapat menunda awal pembentukan atau memperlambat 
laju reaksi kimia dari oksidasi lemak. Inisiasi pembentukan radikal bebas bisa 
ditunda dengan menggunakan agen pengkelat logam, inhibitor oksigen singlet, 
dan stabilisator peroksida. Propagasi dari reaksi pembentukan radikal bebas dapat 
diminimalisir dengan pemberian hydrogen dari antioksidan dan agen pengekelat 
logam (Atta et al., 2017).  
Pada penelitian yang dilakukan oleh Elkhatim et al., (2017), terhadap 
aktivitas antioksidan pada kulit, butiran dan biji jeruk hasilnya aktivitas antioksidan 
lebih tinggi pada bagian kulit dibandingkan pada bagian butiran dan biji. Tingginya 
aktivitas antioksidan pada kulit jeruk ini berkorelasi dengan tingginya kandungan 
total fenolik dan flavonoid yang tinggi. Korelasi positif antara aktivitas antioksidan 
dan kandungan total fenolik mengindikasikan bahwa fenolik bisa menjadi salah 
satu kontributor utama kapasitas antioksidan dari residu buah ini.  
 Aktivitas antioksidan kulit jeruk keprok (citrus reticulata) dari penelitian 
yang dilakukan oleh Ghasemi et al., (2009), sebesar 0,6 mg/ml. Pengukuran 
aktivitas antioksidan ini dilakukan dengan menggunakan metode DPPH. DPPH 
merupakan metode yang banyak digunakan dalam mengevaluasi kemampuan 
pemusnahan (scavenging) radikal bebas. Aktivitas pemusnahan (scavenging) 
radikal pada ekstrak meningkat dengan meningkatnya konsentrasi.  
 
2.1.6 Pengaruh Kulit Jeruk Terhadap Hepatokarsinogenesis  
Naringenin merupakan flavanon alami yang dominan terdapat pada jeruk 
yang diketahui memiliki sifat anti-inflamasi, antioksidan dan anti-kanker. Pada 
penelitian yang dilakukan oleh Arul dan Subramanian (2013), untuk mengetahui 
efek modulator naringenin terhadap berbagai penanda seluler pada tikus wistar 
yang dilakukan pemberian dietilnitrosamin (DEN) secara oral untuk menginduksi 
hepatokarsinogenesis dan kemudian dilakukan pemberian naringenin baik 




menunjukkan bahwa terjadi kenaikan secara signifikan pada PCNA dan Bcl-2 
dengan penurunan pada ekspresi Bax dan caspase-3 pada kelompok yang diberi 
perlakuan DEN. Sedangkan, pada kelompok yang diberi perlakuan naringenin 
sebelum DEN maupun naringenin setelah DEN secara signifikan mengalami 
penurunan pada ekspresi PCNA dan Bcl-2 dan meningkat pada ekspresi Bax dan 
caspase-3. Hasil analisa imunohistomikimia dan ekspresi mRNA dari NF-KB (p65) 
dan COX-2, VEGF, MMP-2 dan MMP-9, pada kelompok yang diberi perlakuan 
DEN mengalami peningkatan pada ekspresi NF-KB (p65) dan COX-2, VEGF, 
MMP-2 dan MMP-9 dan mengalami penurunan pada kelompok yang diberi 
naringenin baik sebelum maupun setelah diberi DEN. Hal ini menunjukkan bahwa 
naringenin mampu memodulasi protein yang terlibat dalam apoptosis, proliferasi 
sel, angiogenesis, invasi dan metastasis, sehingga menghasilkan penekanan 
hepatokarsinogenesis yang disebabkan oleh pemberian DEN. Pemberian 
naringenin memicu apoptosis yang dimediasi mitokondria pada hewan dengan 
perlakuan DEN. Terjadi aktivasi protein pro-apoptosis, seperti Bcl-2 terkait protein 
X (Bax), yang mengeksekusi efek pro-apoptosis dengan cara mengikat secara 
langsung dan caspase-3 dan menginaktivasi anti-apoptosis protein Bcl-2. Pada 
kelompok dengan perlakuan naringenin telah terbukti menurunkan regulasi COX-
2, sehingga mempertahankan peningkatan kadar asam arakidonat dalam sel, 
yang mengakibatkan penekanan pembentukan karsinogenesis.  
Naringenin merupakan salah satu jenis flavonoid yang terdapat pada kulit 
jeruk berfungsi sebagai antikanker. Flavonoid meningkatkan kapasitas antioksidan 
serum terhadap peroksidasi lipid dan mengurangi stress oksidatif. Hal ini sesuai 
dengan penelitian yang dilakukan oleh Subramanian dan Arul (2013), terhadap 
naringenin yang menginduksi penghambatan pertumbuhan, dan apoptosis sel 
kanker hati manusia secara in vitro hasilnya menunjukkan bahwa naringenin 
diketahui menginduksi apoptosis melalui modifikasi famili protein Bcl-2 yang 
terlibat dalam jalur mitokondria apoptosis. Naringenin menyebabkan peningkatan 
aktivitas caspase-3 pada sel karsinoma hepatoseluler Hep G2.  
Pada penelitian yang dilakukan oleh Nair et al., (2017), mengenai pengaruh 
ekstrak kulit jeruk C. reticulata pada tikus yang diberi perlakuan sel Dalton’s 
Lymphoma Ascites (DLA) sebagai model kanker hasilnya tikus yang diberi 
perlakuan ekstrak kulit jeruk sebelum perlakuan DLA menunjukkan perlindungan 
50% dari DLA, sementara pada kelompok perlakuan pemberian ekstrak kulit jeruk 
setelah induksi memberikan perlindungannya hanya 33%. Hal ini disebabkan 




kanker disebabkan oleh aktivitas imunomodulator dan antioksidan dari flavonoid 
yang ada di dalamnya.  
 
2.2 Silymarin 
Silymarin adalah flavolignan yang dikenal sebagai agen hepatoprotektif. 
Perbedaan kimia utama diantara silymarin dan flavonoid lainnya adalah isomernya 
disubstitusi oleh kelompok konferil alkohol. Silymarin terbentuk dari tiga isomer 
dan silibinin merupakan salah satu yang paling aktif. Silymarin tidak larut dalam air 
dan biasanya diberikan dalam bentuk kapsul sebagai ekstrak standar (70-80% 
silymarin) (Fraschini et al., 2002). Struktur kimia dari isomer flavolignan dapat 












Silymarin diperoleh dari ekstrak biji Silybum marianum yang umumnya dikenal 
dengan sebutan milk thistle dan secara luas digunakan untuk pengobatan penyakit 
hati. Tanaman ini sudah digunakan sejak abad ke-4 sebelum masehi. Silymarin 
terdiri dari campuran tiga isomer flavolignan antara lain: silibinin, silidianin dan 
silychristin. Silibinin merupakan komponen utama yang terdapat pada silymarin 
dan mewakili 50-70% dari ekstrak silymarin (Pradeep et al., 2007).  
Komponen utama silymarin adalah silybin atau silibinin yang merupakan 
campuran diastereomer dari silybin A dan silybin B. Isosilybin, dehydrosilybin, 
silychristin, silydianin terdapat dalam jumlah yang cukup banyak dan beberapa 
flavonoid lain seperti, taxifolin terdapat dalam jumlah yang kecil. Silymarin tidak 
memiliki bioavailabilitas yang tinggi. Tingkat absorpsi silymarin antara 20-50% 
(Usman et al., 2009).  
Silybin adalah komponen utama dari silymarin dan memiliki beberapa 
kekurangan seperti, kelarutan yang rendah dalam air, bioavailabilitas rendah dan 
Gambar 2.13 Tiga komponen silymarin 




rendahnya penyerapan dalam usus sehingga menurunkan efektifitasnya. Sifat 
hepatoprotektif dan aktivitas antioksidan dari silymarin terbukti dapat menghambat 
pembentukan radikal bebas yang dihasilkan dari metabolisme zat beracun seperti 
etanol, acetaminophen (parasetamol), atau karbon tertraklorida. Radikal bebas 
menyebabkan kerusakan membran seluler dan mengakibatkan peroksidasi lemak 
(LPO) (Mendoza et al., 2014).  
Pada penelitian yang dilakukan oleh Pradeep et al., (2007), perlakuan dengan 
menggunakan silymarin dosis 50 mg/kg BB secara signifikan mampu menurunkan 
nilai AST dan ALT pada kelompok tikus yang diinduksi dengan dietilnitrosamin 
(DEN). Selain itu, pada penelitian yang dilakukan oleh Shaarawy et al., (2009), 
untuk mengetahui pengaruh kombinasi pemberian bawang putih dan silymarin 
pada tikus yang diinduksi dengan dietilnitrosamin hasilnya menunjukkan bahwa 
pemberian silymarin dan bawang putih mampu menurunkan nilai AST dan ALT. 
Pengaruh kombinasi pemberian bawang putih dan silymarin lebih tinggi 
dibandingkan dengan pemberian silymarin atau bawang putih saja. Silymarin 
sebagai hepatoprotektif mampu menurunkan nilai AST dan ALT pada tikus yang 
diinduksi dengan thioacetamida masing-masing dari 653 U/L dan 767 U/L menjadi 
296,25 U/L dan 202,75 U/L (Kabiri et al., 2013).  
 Pada penelitian yang dilakukan oleh Singh et al., (2018), pemberian silymarin 
pada dosis 30 mg/kg BB diketahui mampu menurunkan kadar sitokin proinflamasi 
TNF-! dan IL-6 pada tikus yang diinduksi dengan DEN. Hal ini sesuai dengan 
penelitian yang dilakukan oleh Al-Rahseed et al., (2015), pemberian silymarin 
maupun kombinasi pemberian silymarin, vitamin E dan kurkumin secara signifikan 
menurunkan nilai sitokin proinflamasi, IFN-% dan IL-6 pada tikus yang diinduksi 
dengan CCl4.  
Dosis silymarin yang diberikan pada penelitian ini berdasarkan penelitian yang 
dilakukan oleh Fraschini et al., (2002), organ hati di tikus yang diberi silymarin 50 
mg/kg BB secara intravena dapat melindungi dan mengobati hewan coba yang 
diinduksi dengan Phalloidin !-amanitin.  
 
2.3 Metode Ekstraksi dengan Microwave Assisted Extraction (MAE)   
Menurut Zhang et al., (2018), ekstraksi adalah proses awal yang digunakan 
untuk memisahkan satu atau lebih komponen tertentu dan untuk mendaptkan 
komponen yang diinginkan. Metode ekstraksi meliputi eksraksi pelarut, metode 
distilasi, penekanan dan sublimasi berdasarkan pada prinsip ekstraksi. Ekstraksi 




berlangsung melalui beberapa tahap, yaitu (a) pelarut menembus kedalam matrik 
padat; (b) zat terlarut larut dalam pelarut; (c). zat terlarut tersebar keluar ke matrik 
padat; (d) zat terlarut yang diekstraksi di kumpulkan.  
Ekstraksi dapat dilakukan menggunakan metode konvensional maupun 
metode non konvensional. Beberapa metode ekstraksi konvensional, antara lain: 
maserasi, sokletasi, perkolasi, dan infuse. Sedangkan, metode ekstraksi non 
konvensional meliputi Microwave Assisted Extraction (MAE), Ultrasonic Assisted 
Extraction (UAE) dan Supercritical Fluid Extraction (SFE). Metode ekstraksi 
konvensional dan non konvensional masing-masing memiliki kelebihan dan 
kekurangan. Metode konvensional cukup sederhana namun membutuhkan pelarut 
dalam jumlah cukup besar, dan waktu yang relatif lebih lama. Metode non 
konvensional memiliki beberapa kelebihan, yaitu jumlah pelarut yang dibutuhkan 
lebih sedikit dan waktu ekstraksi yang lebih singkat sehingga lebih efisien (Gupta 
et al., 2012).  
Ada dua teknologi gelombang mikro, yaitu vessel terbuka (open vessels) dan 
vessel tertutup (closed vessels). Vessel tertutup dikontrol berdasarkan tekanan 
dan suhu) sedangkan open vessel berdasarkan tekanan atmosfir. Pada vessel 
tertutup, pelarut dipanaskan diatas titik didih pada tekanan atmosfir untuk 
meningkatkan laju ekstraksi dan efisiensi. Pada vessel terbuka suhu maksimum 
ekstraksi ditentukan oleh titik didih pelarut pada tekanan (Teo et al., 2013). 
Microwave Assisted Extraction yang digunakan pada penelitian ini dapat dilihat 




















Gambar 2.14 Microwave Assisted Extraction: Closed Vessel  




Faktor paling penting yang mempengaruhi proses MAE adalah pemilihan 
pelarut. Pemilihan pelarut tergantung pada kelarutan dalam senyawa, penetrasi 
pelarut dan interaksinya dengan jaringan sampel dan konstanta dielektrik dari 
pelarut yang digunakan. Secara umum, kapasitas pelarut dalam menyerap energi 
gelombang mikro tinggi ketika pelarut menghasilkan konstanta dieletrik tinggi dan 
loss dielektrik. Pelarut polar maupun non-polar dapat digunakan di MAE, beberapa 
pelarut seperti etanol, metanol dan air cukup polar untuk dipanaskan dengan 
energi gelombang mikro (Chemat, 2013).  
Dibandingkan metode ekstraksi konvensional, microwave assisted extraction 
(MAE) digunakan secara luas untuk ekstraksi komponen bioaktif dari berbagai 
tanaman karena memiliki banyak keuntungan. MAE adalah teknik ekstraksi yang 
dengan menggunakan energi gelombang mikro. Metode ini cocok digunakan untuk 
senyawa yang bersifat termolabil karena memiliki kontrol terhadap suhu yang lebih 
baik dibandingkan dengan metode konvensional. Beberapa parameter yang 
mempengaruhi proses ekstraksi dengan gelombang mikro yaitu, waktu ekstraksi, 
daya ekstraksi, volume ekstraksi dan jenis pelarut yang digunakan (Sarah et al., 
2018).  
Prinsip dasar MAE adalah penggunaan energi gelombang mikro yang 
beroperasi dengan frekuensi 300 hingga 300.000 MHz. Energi gelombang mikro 
menyebabkan gerakan molekuler dengan kondisi konduksi ionik dan rotasi dipol. 
Konduksi ionik adalah migrasi ion elektroforesis dalam medan elektromagnetik 
terapan. Resistensi larutan terhadap aliran ion ini menyebabkan gesekan 
sehingga larutan menjadi panas. Rotasi dipol adalah penyelarasan dipol dengan 
bidang yang diterapkan. Ketika energi gelombang mikro menembus kedalam 
sampel, energi yang diserap oleh sampel tergantung pada faktor disipasinya (Teo 
et al., 2013). Mekanisme ekstraksi dengan menggunakan gelombang mikro dapat 
dilihat pada Gambar 2.15.  
 
  
Pemisahan zat terlarut dari bagian aktif matrik sampel dibawah peningkatan suhu 
Difusi pelarut melintasi matrik sampel 
Pelepasan zat terlarut dari matrik sampel ke pelarut 
Gambar 2.15 Diagram Alir Mekanisme Ekstraksi dengan Gelombang Mikro 




Pada ekstraksi dengan gelombang mikro perpindahan massa dan panas 
terjadi dari bagian dalam ke luar substrat. Arah perpindahan panas dan massa 
pada ekstraksi dengan gelombang mikro dapat dilihat pada Gambar 2.16.  
 
Gambar 2.16 menunjukkan pada ekstraksi dengan gelombang mikro, panas 
yang dihasilkan dari dalam sel, menghasilkan tekanan tinggi pada dinding sel. 
Tekanan yang terbentuk di dalam biomaterial mengubah sifat fisik jaringan biologis 
sehingga meningkatkan porositas matriks biologis. Hal tersebut memungkinkan 
terjadinya penetrasi pelarut yang lebih baik kedalam sampel dan meningkatkan 
hasil ekstraksi (Sadeghi et al., (2017).  
Prinsip pemanasan menggunakan energi gelombang mikro berdasarkan 
pengaruh langsung pada gelombang mikro pada molekul material. Transformasi 
energi elektromagnetik menjadi energi panas terjadi melalui dua mekanisme, yaitu 
konduksi ionik dan rotasi dipol baik pada pelarut dan sampel. Pada banyak aplikasi 
kedua mekanisme ini terjadi secara bersamaan yang secara efektif mengubah 
energi gelombang mikro menjadi energi panas. Kondisi ionik disebebkan oleh 
migrasi ion elektroforesis ketika medan listrik diterapkan. Sedangkan, rotasi dipol 
berhubungan dengan pergerakan molekul polar yang memiliki momen dipol (baik 
permanen maupun yang diinduksi oleh medan listrik) yang berusaha sejajar 
dengan medan listrik (Destandau et al., 2013). Arah dipol pada ekstraksi dengan 







Gambar 2.16 Arah Panas dan Massa Ekstraksi dengan Gelombang Mikro 














Molekul pada sampel memiliki muatan positif dan negatif, yang disebut dengan 
dipol. Gambar 2.17 (a) pada keadaan tanpa medan listrik, dipol ditengah dielektrik 
ditemukan berorientasi dibawah pengaruh agitasi termal berada ditengah. 
Sedangkan, gambar 2.17 (b) dibawah pengaruh medan listrik secara terus 
menerus, molekul cenderung berorientasi pada arah medan listrik. Pada gambar 
2.17 (c), semakin kuat medan listrik, semakin sedikit agitasi termal, menyebabkan 
ketidakteraturan rotasi dipol. Perubahan medan listrik yang cepat pada gelombang 
mikro menyebabkan perputaran dipol yang berarti penyusunan kembali dipol 
sehingga menimbulkan energi panas akibat rotasi tersebut (Boutemtam et al., 
2020).  
Penelitian yang dilakukan oleh Dahmoune et al., (2013), dalam mengekstraksi 
kulit jeruk menggunakan Microwave Assisted Extraction (MAE) dan Ultrasound 
Assisted Extraction (UAE) dengan menggunakan pelarut etanol diperoleh nilai 
total fenolik yang dihasilkan dari kedua metode tersebut tidak berbeda nyata 
secara statistik. Hasil total fenol dari metode MAE dan UAE masing-masing 
sebesar 15.78 mg GAE/g dan 15.22 mg GAE/g. Pemanasan dengan gelombang 
mikro menyebabkan kerusakan sel yang lebih tinggi membantu pelepasan zat 
terlarut kedalam pelarut dengan cepat. Sedangkan, UAE menyebabkan kavitasi 
pada sel tanaman.   
 
2.4 Optimasi Proses Ekstraksi Menggunakan Response Surface 
Methodology (RSM) 
RSM adalah teknik mendesain eksperimen, membangun model, mengevaluasi 
pengaruh dari beberapa faktor, dan mencapai kondisi optimum untuk respon yang 
diinginkan dengan sejumlah percobaan terbatas yang diinginkan. RSM pada 
mulanya dikembangkan untuk tujuan menentukan kondisi optimum pada industri 
Gambar 2.17 Rotasi Dipol pada Ekstraksi dengan Gelombang Mikro (a) tanpa 
medan listrik, (b) dengan medan listrik, (c) pada medan listrik frekuensi tinggi 
Sumber: Boutemtam et al., (2020) 




kimia. Namun, saat ini digunakan pada berbagai bidang dan aplikasi tidak hanya 
pada bidang ilmu fisik dan mesin, namun juga pada ilmu biologi, klinis, dan sosial 
(Trinh dan Lim, 2010).  
Response surface methodology (RSM) adalah kumpulan teknik statistik dan 
matematika yang berguna untuk mengembangkan, meningkatkan dan 
mengoptimasi proses. Dilengkapi dengan desain percobaan yang cermat, 
tujuannya untuk mengoptimasi respon (output variable) yang dipengaruhi oleh 
beberapa variabel bebas (input variable). Percobaan adalah serangkaian tes yang 
disebut run. Aspek penting dalam RSM adalah Design of Experiment (DoE). 
Beberapa jenis DoE yang terdapat dalam RSM adalah Central Composite Design 
(CCD) dan Box-Behnken Design (BBD) (Carley et al., 2004).  
Response surface methodology (RSM) adalah metode statistik efektif 
matematis yang digunakan untuk analisis kondisis dari suatu proses. Metode 
variabel bebas dan variabel respon yang diperoleh dari eksperimen laboratorium 
dimasukkan ke persamaan polinominal. Optimasi menggunakan Box-Bohnken 
design digunakan dengan tiga fakor yang dipilih dari masing-masing tiga level yang 
berbeda (rendah, sedang dan tinggi). Model polinominal orde dua dilakukan untuk 
mengevaluasi variabel respon:  




 + b6 X3
2
 + b7 X1 X2 + b8 X1 X3+ b9X2X3  
Pada persamaan ini, EE adalah respon yang diprediksikan, X1 hingga X3 adalah 
faktor yang dipelajari, b0 adalah intercept, dan b1 hingga b9 adalah koeffisien 
regresi (Sadoun et al., 2018).  
 
2.5 Nitrosamin 
Nitrosamin banyak ditemukan di udara, air, makanan, kosmetik, rokok dan 
bahan pengemas. Nitrosamin terbentuk dari daging yang dilakukan proses curing 
karena nitrit dan nitrat ditambahkan ke produk selama pemrosesan. Penambahan 
nitrit dan nitrat pada daging yang di curing bertujuan untuk mencegah 
pertumbuhan dan pembentukan toksin Clostrodium botulinum. Nitrat direduksi 
menjadi nitrit oleh enzim nitrat reduktase yang terjadi pada sejumlah bakteri. Nitrit 
dikonversi menjadi agen nitrosasi yang kemudian bereaksi dengan amina yang 
berasal dari daging selama pemrosesan, penyimpanan, dan pemasakan menjadi 











Gugus R1 dan R2 pada struktur kimia nitrosamin (Gambar 2.18) adalah gugus 
yang terikat pada nitrogen amina yang bisa berupa atom H atau gugus yang lebih 
kompleks dan dapat berupa gugus alkil atau aril. Nitrosamin diproduksi dari nitrit 
dan amin sekunder dari makanan pada kondisi tertentu, seperti kondisi asam 
dilambung, pH optimum untuk reaksi ini 3-4 dan suhu yang tinggi pada saat proses 
penggorengan (Mandal et al., 2018). 
Umumnya nitrit ditambahkan dalam bentuk kalium nitrit, KNO2 dan sodium nitrit 
NaNO2. Nitrat atau nitrit selain digunakan sebagai pengawet pada daging juga 
berfungsi untuk memperoleh warna merah yang stabil dan memberikan flavor yang 
khas. Pembentukan nitrosamin pada produk daging bergantung pada cara 
pemasakan, suhu dan waktu pemasakan, serta konsentrasi nitrit atau nitrat (Li et 
al., 2012).  
Nitrat sendiri relatif tidak beracun namun produk metabolit nitrat, seperti nitrit, 
NO dan N-nitroso-compounds (NOC) memiliki efek merugikan bagi kesehatan. 
NOC dibagi menjadi dua kelas, yaitu nitrosamin dan nitrosamida. Pembentukan 
nitrosamin terjadi dalam kondisi adanya amin sekunder, pH rendah (kurang dari 
6,55) untuk membentuk agen nitrosasi dan pemasakan pada suhu tinggi biasanya 
diatas 130
O
C (Govari dan Pexara, 2015). Batas maksimum penggunaan nitrit 
sebagai bahan tambahan pangan yang diizinkan pada produk daging olahan 
menurut WHO/FAO sebesar 150mg/kg. Sedangkan, penambahan sodium nitrat 
hanya diperbolehkan pada daging mentah, dengan jumlah maksimum 150 mg/kg 
(Karwowska dan Kononiuk, 2020).  
Nitrosamin terbentuk melalui reaksi kimia antara agen nitrosasi dan senyawa 
kimia yang mudah dinitrosasi. Prekursor pembentuk nitrosamin adalah amin 
sekunder. Agen nitrosasi yang paling penting dalam pembentukan nitrosamin 
adalah N2O3 yang mudah terbentuk dari nitrit dalam suasana asam (Park et al., 
2015). Reaksi pembentukan N2O3 menjadi nitrosamin dapat dilihat pada Gambar 
2.19. 
 
Gambar 2.18 Struktur Kimia Nitrosamin 














Nitrosamin dikelompokkan menjadi nitrosamin volatil dan non volatil. 
Pengelompokan senyawa nitrosamin volatil dan non volatil dapat dilihat pada 
Tabel 2.2. 
Tabel 2.2 Nitrosamin pada daging olahan 
Nitrosamin volatil Nitrosamin non volatil 
N-nitrosodimethylamine (NDMA) N-nitrosohydroxyproline (NHPRO) 
N-nitrosomorpholine (NMOR) N-nitrosoproline (NPRO) 
N-nitrosomethylethylamine (NMEA) N-nitrososarcosine (NSAR) 
N-nitrosopyrrolidine (NYPR) N-nitrosomethylanilline (NMA) 
N-nitrodiethylamine (NDEA)  
N-nitrosopiperidine (NPIP) N-nitrosodiisobutylamine (NDiBA) 
N-nitroso-di-n-propylamine (NDPA) N-nitrosodibenzylamine (NDBzA) 
N-nitrosodibutylamine (NDBA) N-nitroso-2-hydroxymethyl-thiazolidine-4-





N-nitrosopipecolic acid (NPIC) 
Sumber: ESFA, (2017).  
 
Berdasarkan Tabel 2.2 nitrosamin volatil cenderung bersifat nonpolar, memiliki 
berat molekul rendah, misalnya nitrosodimetilamin (NDMA), nitrosodietilamin 
(NDEA) dan N-nitrosopyrrolidine (NPYR). Nitrosamin volatil diketahui bersifat 
karsinogenik. Sedangkan, nitrosamin non volatil bersifat lebih polar dan memiliki 
berat molekul lebih tinggi, contohnya N-nitrosoproline (NPRO) (Scanlan, 2003).  
Nitrosamin yang banyak ditemukan dalam makanan, salah satunya adalah 
dietilnitrosamin. Pada penelitian yang dilakukan oleh Park et al., (2015), terhadap 
kandungan dietilnitrosamin dalam bahan makanan hasilnya menunjukkan bahwa 
Aamin sekunder nitrosamin 
NO2- + H+ → HNO2 
HNO2 + H+ → H2NO2+ 
H2NO2+ + N2+ → N2O3 + H2O 
 
R2NH + N2O3 → R2 N-N=O + HNO2 
Gambar 2.19 Reaksi Pembentukan Nitrosamin 




dietilnitrosamin paling sering terdeteksi pada produk pangan pertanian dan produk 
olahan daging. Kadar dietilnitrosamin pada olahan daging paling tinggi terdapat 
pada produk salami sebesar 1,5-12 &g/kg. Kandungan dietilnitrosamin juga 
ditemukan pada ikan asin sebesar 7,65-50,27 &g/kg. Selain itu, kandungan 
dietilnitrosamin tidak terdeteksi pada susu dan produk susu, seperti keju dan 
yogurt. 
Pada penelitian yang dilakukan oleh Herrman et al., (2015), pada produk olahan 
daging yang dipanggang dengan menggunakan oven pada suhu 250
O
C selama 5 
menit, hasilnya menunjukkan bahwa kadar dietilnitrosamin pada produk chorizo 
yang dipanaskan dengan oven lebih tinggi dibandingkan dengan tanpa 
pemanasan. Perlakuan panas dapat mempercepat proses dalam daging termasuk 
nitrosasi atau menghasilkan pelepasan nitrogen oksida atau spesies nitrosasi 
lainnya yang terikat pada lemak sehingga meningkatkan produksi nitrosamin. 
Selain itu, tingginya kadar nitrosamin dalam sosis disebabkan karena sosis dibuat 
dari daging giling, lemak, garam dan rempah-rempah dan diawetkan dengan 
menggunakan sodium nitrit atau pengasapan yang berfungsi sebagai agen 
nitrosasi. Selain itu, pada penelitian yang dilakukan oleh Al-Kaseem et al., (2014), 
menggunakan daging unggas yang digoreng menunjukkan kadar dietilnitosamin 
lebih tinggi dibandingkan jenis nitrosamin volatil lainnya, seperti NDPA dan NDBA 
yaitu masing-masing sebesar 1,23 &g/kg, 0,81 &g/kg dan 0,45 &g/kg. Kadar 





2.5.1 Dietilnitrosamin (DEN) dan Mekanisme DEN sebagai Senyawa 
Karsinogenik  
Dietilnitrosamin (DEN) dikenal sebagai hepatotoksin dan 
hepatokarsinogenesis yang menyebabkan gangguan pada enzim nuklease yang 
berperan dalam proses replikasi DNA. DEN dapat terbentuk secara endogen dari 
nitrat, nitrit dan amin sekunder. DEN merupakan substrat dari CYP2EI dan 
berperan aktif dalam pembentukan reactive oxygen spesies (ROS) (Sadik et al., 












DEN digunakan untuk menginduksi kanker hati pada hewan coba seperti, 
mencit dan tikus. Rute aplikasi DEN dapat diberikan melalui beberapa cara, seperti 
campuran pada pakannya, secara oral dengan pemberian melalui minuman, 
paparan via inhalasi, dan yang paling umum dilakukan dengan injeksi via 
intraperitonial (IP). Rute pemberian via IP memungkinkan setiap hewan dapat 
menerima jumlah nitrosamin yang sama. Selain itu, pemberian DEN banyak 
dilakukan terhadap hewan coba jantan dibandingkan betina karena diasumsikan 
hormon estrogen dapat menghambat hepatokarsinogenesis ketika androgen 
menstimulasi proses ini (Tolba et al., 2015).  
Penelitian hepatokarsinogenesis dapat diinduksi dengan menggunakan 
beberapa senyawa kimia karsinogen, salah satunya dietilnitrosamin (DEN). DEN 
merupakan hepatokarsinogen yang kuat pada tikus dan mempengaruhi tahap 
inisiasi dari karsinogenesis selama periode peningkatan proliferasi sel yang 
diinduksi oleh nekrosis hepatoseluler dan pembentukan karsinogen DNA adduct. 
Pembentukan karsinogen DNA adduct merupakan prasyarat untuk karsinogenesis 
oleh senyawa kimia (Chakraborty et al., 2007). Pada penelitian yag dilakukan oleh 
Tan et al., (2012), dengan menggunakan tikus Sprague-Dawley berumur 42 hari 
yang diinduksi dietilnitrosamin dosis 70 mg/kg BB secara intraperitoneal 
menunjukkan perkembangan hepatokarsinogenesis pada hewan coba dibagi 
menjadi 3 tahap yaitu: tahap inflamasi (4-8 minggu), tahap sirosis (10-14 minggu) 
dan tahap HCC (16-20 minggu). Tahapan pembentukan ini berdasarkan pengujian 
fungsi hati seperti ALP, AST dan ALT serta pengukuran nodul hati (Tan et al., 
2012). Pembentukan kanker hati pada hewan coba ini, selain dipengaruhi oleh 
dosis dan rute pemberian juga dipengaruhi oleh jenis kelamin, strain dan umur 
hewan coba yang digunakan. Semakin muda hewan coba yang digunakan, 
semakin cepat pembentukan kanker hati karena tingginya laju proliferasi hepatosit 
pada hewan muda (Santos et al., 2017).  
Gambar 2.20 Struktur kimia dietilnitrosamin 




Senyawa kimia karsinogen merupakan salah satu penyebab terbentuknya 
spesies oksigen reaktif didalam tubuh. Spesies oksigen reaktif dapat berinteraksi 
dengan biomolekul seperti DNA yang menyebabkan terjadi kerusakan DNA. 
Kerusakan DNA dapat diperbaiki secara enzimatis sehingga dapat berfungsi 
secara normal kembali, sedangkan DNA yang salah perbaikan menyebabkan 
terjadinya mutasi yang mengarah terjadinya karsinogenesis (Valavanidis et 
al.,2009). Mekanisme pembetukan kanker hati oleh dietilnitrosamin dapat dilihat 
pada Gambar 2.21.  
 
Gambar 2.21 menunjukkan mekanisme dietilnitrosamin menyebabkan 
kerusakan hati. Senyawa kimia karsinogen seperti Dietilnitrosamin (DEN) 
dimetabolisme oleh enzim metabolisme fase I dan Fase II. Pada tahap 
metabolisme fase I, DEN mengalami bioaktivasi dengan bantuan enzim sitokrom 
P450 di hati. Pada tahap ini prokarsinogen akan diubah menjadi karsinogen. 
Interaksi ini dapat dihambat dengan adanya detoksifikasi senyawa karsinogen 
oleh enzim pemetabolisme terutama pada fase II yaitu enzim glutathion S-
transferase (GST). Kemampuan detoksifikasi akan meningkat apabila ada 
peningkatan (induksi) enzim-enzim ini. Peningkatan detoksifikasi menyebabkan 
senyawa reaktif menjadi tidak aktif dan mudah dieksreksikan. Senyawa DEN yang 
telah mengalami aktivasi metabolisme oleh enzim sitokrom P450 akan bersifat 
elektrofilik dan terjadi ikatan kovalen dengan bagian nukleofilik pada target molekul 
dalam sel yaitu DNA membentuk DNA adduct akibatnya terjadi kerusakan DNA 
yang menyebabkan terjadinya mutasi DNA. Salah satu indikator terjadinya 





-metilguanin sebagai hasil oksidasi 
terhadap nukleosida DNA. Mutasi DNA yang tidak dapat diperbaiki akan 
mengakibatkan karsinogenesis yaitu kanker hati (Liu et al., 2016). Proses 
Gambar 2.21 Pembentukan Kanker Hati oleh DEN 
















Gambar 2.22 Biotransformasi Dimetilnitrosamin 
Sumber: Tolba et al., (2015) 
 
Karsinogenesis adalah proses terjadinya kanker melalui beberapa tahap, 
yaitu inisiasi, promosi dan progresi sampai terjadi invasive dan metatasis. Pada 
keadaan normal, pertumbuhan dan diferensiasi sel diatur oleh proto-onkogen 
(growth promoting gens) yang berperan dalam berbagai aspek proliferasi dan 
diferensiasi sel, di antaranya gen ras, myc, c-erb. Dalam keadaan lain, 
pertumbuhan itu dikendalikan secara ketat oleh antionkogen (tumor suppressor 
gens), P53, dan beberapa gen lain yang berfungsi menghambat pertumbuhan. 
Selain kontrol proto-onkogen dan antionkogen, sel dikendalikan pula oleh 
mekanisme kematian sel terprogram (apoptosis), yaitu bertujuan menyingkirkan 
sel-sel yang sudah tidak dikehendaki. Terjadinya mutasi atau aktivitas onkogen 
secara berlebihan atau inaktivasi maupun mutasi gen supresor dapat 
mengakibatkan proliferasi sel tidak terkendali sehingga mengakibatkan sel 
berfungsi secara abnormal (Muliartha et al., 2010). 
Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Fathy et al., (2017), 
pembentukan kanker hati pada tikus yang diinduksi dengan dietilnitrosamin dapat 
diklasifikasikan menjadi empat tahapan. Tahap Bashandy, Mansour dan Fathy 
(BMF) pada kanker hati diklasifikasikan menjadi tahap awal (6-12 minggu), tahap 
menengah (15-18 minggu), tahap lanjutan (18-21 minggu) dan tahap akhir (24-27 
minggu). Tahapan pada penelitian ini diukur berdasarkan parameter biokimia, 
seperti kadar AST, ALT, AFP, parameter stress oksidatif, seperti TBARS, SOD, 






2.6  Flowcytometry 
Flowcytometry adalah teknik analisa dengan menggunakan perangkat optik-
elektronik. Flowcytometry mampu menganalisa karakteristik fisik dan kimia partikel 
mikroskopis dalam suspensi medium cair. Flowcytometry berbeda dengan 
mikroskop yang menghasilkan partikel gambar, menghitung serangkaian 
parameter dari partikel dalam suspensi (Waller et al., 2001). 
Komponen utama dari Flowcytometry pada dasarnya terdiri dari tiga sistem, 
yaitu optik (eksitasi dan pengumpulan), jaringan elektronik (detektor), dan 
komputer. Flowcytometry secara luas digunakan pada berbagai aplikasi 
berdasarkan membran deteksi, sistoplasma dan antigen nuklear. Selain itu, 
keseluruhan sel dan komponen seluler seperti organel, nuclei, DNA, RNA, 
kromosom, sitokin, hormon dan kandungan protein juga dapat diketahui 
menggunakan flowsitometri (Adan et al., 2016). 
 
2.7 Sistem Imun  
Imunologi adalah ilmu yang mempelajari tentang imunitas atau kekebalan 
akibat adanya rangsangan molekul asing dari luar maupun dari dalam tubuh 
hewan atau manusia, baik yang bersifat infeksius maupun non infeksius. Manusia 
dan hewan mempunyai sistem pelacakan dan penjagaan terhadap benda asing 
yang dikenal dengan sistem imun. Sistem imun dibagi menjadi dua yaitu sistem 
imun non spesifik (innate immunity) dan sistem imun spesifik (adaptive immunity). 
Sistem imun non spesifik adalah pertahanan tubuh yang mempunyai sifat tidak 
spesifik dan merupakan bagian sistem imun yang berfungsi sebagai barrier 
terdepan pada awal terjadinya infeksi penyakit, oleh karena itu sering disebut 
natural atau native immunity. Sedangkan, sistem imun spesifik adalah merupakan 
sistem pertahanan tubuh lapis kedua, jika sistem imun non spesifik tidak mampu 
mengeleminasi agen penyakit (Rantam, 2003).  
Sistem imun dibagi menjadi sistem imun non-spesifik atau bawaan dan sistem 
imun spesifik atau didapat. Sistem imun bawaan merupakan garis pertahanan 
pertama yang melawan paparan patogen, sistem imun ini akan mengenali dan 
merespon antigen apapun sehingga bersifat tidak spesifik, efek perlindungan yang 
dihasilkan tidak bertahan lama dan tidak menghasilkan sel memori. Sedangkan, 
sistem imun spesifik membutuhkan limfosit sel B dan sel T. Setiap sel B dan sel T 
dapat mengenali dan mempertahankan diri terhadap hanya satu tipe antigen 




dan limfosit sel B membawa immunoglobulin (Ig) atau antibodi. Pada sistem imun 
spesifik ini dihasilkan sel memori (Kuper et al., 2013).  
Sistem imun secara luas dapat dibagi menjadi sistem imun innate dan adaptif. 
Sistem imun innate terdiri dari, granulosit, sel mast, makrofag, sel dendritik dan sel 
natural killer (NK). Sistem imun adaptif dimediasi oleh antibodi, sel T CD4+ dan sel 
T CD8
+
. Dua mekanisme utama yang terlibat dalam sistem imun mengenali sel 
kanker yaitu jalur pertama, komponen sistem imun innate menggunakan reseptor 
dan molekul permukaan sel untuk mendeteksi sel tumor. Sel kanker yang 
terdeteksi mengekspresikan major histocompatibility complex (MHC) kelas 1 gen 
terkait A (MICA) dan gen terkait B (MICB) yang berfungsi sebagai ligan untuk 
reseptor NKG2D yang mengekspresikan sel NK, limfosit sitoksik dan fagosit. Sel 
NK juga memantau hilangnya molekul MHC kelas I dari permukaan sel tumor yang 
umumnya terjadi selama karsinogenesis. Sel dendritik (DC) bisa menggunakan 
CD36 dan !v$5 untuk memfagosit sel tumor. Sedangkan, sistem imun adaptif 




 untuk menghasilkan antibodi (Dranoff, 2004). 




 Pada gambar diatas menunjukkan bahwa a) sistem imun innate mengenali 
kanker melalui reseptor dan molekul permukaan lainnya. Kanker diekspresikan 
oleh gen MICA dan MICB yang mentrigger reseptor NKG2D pada sel NK, 
makrofag dan limfosit T sitoksik (CTLs). Sel NK juga menggunakan killer-cell 
Gambar 2.23 Mekanisme sistem imun innate dan adaptif dalam mengenali sel kanker 




immunoglobulin-like receptors (KIRs) untuk mendeteksi MHC kelas I yang 
mengekspresikan kanker. Sel dendritik memfagosit sel tumor dengan 
menggunakan CD36 dan !v$5. Makrofag dan sel dendritik juga menggunakan 
reseptor scavenger dan CD91 untuk menelan heat shock protein (HSPs) yang 
dilepaskan dari sel kanker nekrotik. Pada gambar b) sistem imun adaptif 
mengenali sel kanker melalui sel DC. Sel DC menangkap sel tumor yang mati 
kemudian bermigrasi ke kelenjar getah bening menghasilkan CD1D untuk 
mempresentasikan sel NKT dan molekul MHC kelas I dank elas II 




. Sel DC mengekspresikan B7-1 dan B7-
2 untuk meningkatkan aktivasi sel T. Sel DC mensekresikan IL-12 dan IL-18 untuk 
mempromote T helper 1 (Th1) menghasilkan sel T CD4
+
 dan sel T sitoksik CD8
+
. 
Aktivasi sel T CD4
+ 
dan sel NK mengekspresikan ligan CD40, yang menstimulasi 
sel DC melalui CD40. Sel T CD4
+
 dan sel DC juga membantu sel B untuk 
menghasilkan antibodi yang reaktif dengan protein tumor (Dranoff, 2004).  
Inflamasi merupakan mekanisme pertahaan alami tubuh, yang diaktivasi 
melalui stimulus eksogen dan endogen. Selama proses inflamasi, sel imun 
menghasilkan berbagai jenis reactive oxygen spesies (ROS) seperti superoksida, 
hydrogen peroksida, radikal hidroksil dan nitrit oksida (NO) untuk menghancurkan 
dan menghapus agen penyerang (Sethi et al., 2019). Mekanisme pengaruh stress 
oksidatif dalam mengaktivasi sistem imun bawaan dan adaptif dapat dilihat pada 













Berdasarkan gambar 2.24 berbagai jenis stimulus, seperti alregen, asap rokok 
dan oksidan ekstrenal dapat menginisiasi terjadinya stress oksidatif. Stress 
Gambar 2.24 Pengaruh stress oksidatif terhadap respon imun bawaan dan adaptif 




oksidatif yang terbentuk akibat berbagai faktor tersebut mengaktifkan sel imun 
bawaan dan adapatif, seperti sel epitel, makrofag, neutorifl, eosinofil, sel dendritik, 
sel T dan sel B. Dalam hal ini sel dendritik berperan sebagai penghubung antara 
imun bawaan dan adaptif. Sel dendritik berfungsi mengawali respon imun seluler 
dan humoral yang berfungsi untuk mengaktifkan sel T naif, Th, dan sel B. Sel T 
naif dan sel B yang matang menyebabkan pelepasan faktor pro-inflamasi dan 
mengakibatkan terjadinya inflamasi kronis (Sethi et al., 2019).  
 
2.7.1 Mekanisme Reaksi Imun terhadap Kanker 
Mekanisme yang digunakan oleh tubuh untuk mengidentifikasi dan 
mengeleminasi sel tumor oleh sistem imun dikenal dengan immunosurveillance. 
Interaksi antara sistem imun dan kanker dikenal dengan cancer immunoediting. 
Cancer immunoediting terdiri dari tiga fase: elimination, equilibrium dan escape 
dan dikenal dengan istilah “three Es of cancer immunoediting”. Elimination adalah 
fase dimana sel imun bawaan dan adaptif bekerja sama untuk mendeteksi 
keberadaan sel tumor dan menghancurkannya sebelum timbul gejala klinis. Sel 
tumor yang tidak dapat tereleminasi masuk kedalam fase equilibrium. Pada fase 
ini sel imun adaptif bertugas menjaga keseimbangan antara sel sehat dan sel 
tumor. Fase escape adalah kegagalan sistem imun untuk mengeleminasi dan 
mengkontrol perubahan sel menyebabkan sel tumor tumbuh progresif di 
lingkungan mikro yang mendukung pertumbuhan sel tumor tersebut (Vesely et al., 



















Gambar 2.25 menunjukkan elimination adalah fase dimana sistem imun 
bawaan dan adaptif bekerja sama untuk mendeteksi keberadaan perkembangan 
tumor dan menghancurkannya sebelum gejala klinis timbul. Sel normal diubah 





, sel natural killer (NK), sel dendritik dan makrofag mengalami 
kenaikan dalam jumlah yang besar. Sel T CD8
+ 
akan menginduksi apoptosis sel 
tumor dengan cara berinteraksi dengan reseptor TRAIL pada permukaan sel tumor 
atau dengan cara mensekresi perforin. Sel imun bawaan seperti makrofag (M1) 
mensekresi IL-12. Hal ini menyebabkan lingkungan mikro tumor pada fase ini 
mengalami peningkatan ekspresi antigen. Sel tumor yang bertahan pada fase 
elimination memasuki fase equilibrium. Sel tumor yang resisten menahan 





, IL-12 dan IFN-% diperlukan untuk mempertahankan sel tumor 
dalam keadaan dorman. Sedangkan, sel NK dan molekul yang berpartisipasi pada 
pengenalan atau fungsi efektor sel imun bawaan tidak dibutuhkan. Hal ini 
mengindikasikan bahwa fase equilibrium hanya membutuhkan sel imun adaptif. 
Fase ini merupakan fase terpanjang selama immunoediting karena dapat 
berlangsung selama berbulan-bulan. Sel tumor yang tidak dapat dieleminasi dan 
dikontrol pertumbuhannya masuk kedalam fase escape. Sel tumor ini tumbuh 
secara bertahap dan menyebabkan timbulnya gejala klinis. Mekanisme escape sel 
tumor dilakukan dengan cara sel tumor menghindari pengenalan oleh sistem imun 
(kehilangan antigen tumor, MHC protein kelas I), meningkatkan resistensi STAT 3 
Gambar 2.25 Mekanisme cancer immunoediting 




dan apoptosis (Bcl-2), dan membentuk lingkungan mikro tumor imunosupresif. Sel 
T regulator (Treg) dan myeloid derived suppressor cell (MDSC) merupakan dua 
jenis populasi leukosit imunosupresif yang berperan dalam menekan respon imun. 
MDSC dapat memproduksi sitokin imunosupresif IL-10 dan TGF-$ yang dapat 
menginduksi apoptosis. Sel Treg dapat mengekspresikan reseptor penghambat 
seperti CTLA-4, PD-1 dan PDL-1 yang menekan respon anti tumor dan 
mendukung pertumbuhan tumor (Schreiber et al., 2011).  
 
2.7.2 Sitokin  
Sitokin adalah glikoprotein imun modulasi, yang mengatur respons imun dan 
memodulasi aktivitas sel imun. Sitokin diproduksi oleh berbagai jenis sel baik sel 
imun maupun non-imun. Sitokin dalam istilah ligan berikatan dengan reseptor 
spesifik yang mempromosikan transduksi sinyal di dalam sel target. Sitokin dapat 
diklasifikasikan berdasarkan banyak kriteria seperti producing cells, berdasarkan 
fungsinya, reseptors dan sel target (Dondeti et al., 2016). 
a. Berdasarkan producing cell sitokin diklasifikasikan menjadi: 
- monokines (monocyte lineage)  
- lymphokines (lymphocytes).  
b. Berdasarkan fungsinya sitokin dapat diklasifikasikan menjadi: 
- sitokin T helper (Th) 1, sel Th1 mensekresi sitokin proinflamasi seperti IL-2, 
IFN-% dan TNF-	!.  
- Th2, Th2 mensekrsi IL-4, IL-5, IL-10 dan IL-13.  
- Th17, sel Th17 memproduksi IL-17, IL-17F dan IL-22, yang mengatur respon 
inflamasi pada jaringan sel.  
Menurut Soeroso (2007), sitokin adalah golongan 
protein/glikoproten/polipeptida yang larut dan diproduksi oleh sel limfosit dan sel-
sel lain seperti makrofag, eosinofil, sel mast dan sel endotel. Sitokin berfungsi 
sebagai sinyal intraseluler yang mengatur hampir semua proses biologis penting 
seperti aktivasi, pertumbuhan, proliferasi, diferensiasi, proses inflamasi sel, 
imunitas, serta pertahanan jaringan ataupun morfogenesis. Sitokin diproduksi oleh 
sel sebagai respon terhadap rangsangan. Sitokin dapat dikelompokkan 
berdasarkan fungsinya yaitu: 
a. Sitokin yang berperan dalam imunitas bawaan, yang termasuk dalam kelompok 





b. Sitokin pengatur aktifasi, pertumbuhan dan diferensiasi sel limfosit, antara lain: 
interleukin 2 (IL-2), interleukin 4(IL-4), TGF-	$. 
c. Sitokin pengatur mediator imun dalam proses inflamasi, antara lain: interferon-
%, limfotoxin, interleukin 10 (IL-10), interleukin 2 (IL-2), migration inhibitor 
factors, TNF-	!. 
Sitokin berperan penting dalam polarisasi makrofag. Stimulus interferon 
gamma (IFN-	%) yang diekskresikan oleh sel Th1 dan lipopolisakarida (LPS) 
dibutuhkan untuk aktivasi makrofag, yang mana menghasilkan makrofag M1. 
Makrofag M1 mengekspresikan dan mengeluarkan berbagai sitokin pro-inflamasi, 
menghasilkan eliminasi sel tumor yang efektif dan menyerang patogen. Makrofag 
M2 mensekrasikan sitokin anti-inflamasi seperti IL-10, faktor imunosupresi dan 
growth factor tumor, yang mendorong pertumbuhan dan metastasis sel tumor 
(Chen et al., 2018).  
Sitokin merupakan protein yang berperan dalam respon inflamasi dan 
diproduksi oleh limfosit, makrofag, dan sel-sel lain seperti sel endotel, sel mast dan 
sel epitel. Sitokin dapat diklasifikasikan kedalam dua kelompok yaitu sitokin yang 
berperan dalam proses inflamasi akut dan kronis. Sitokin yang berperan dalam 
inflamasi akut antara lain: IL4, IL5, IL-6, IL-7 dan IL-13. Sedangkan, sitokin yang 
berperan dalam inflamasi kronis antara lain: IL-1, IL-2, IL-3, IL-9, IL-10, IL-12, 
interferon (IFN), transforming growth factor (TGF)-$) dan TNF-α (Lopez et al., 
2016). 
Sitokin adalah protein pleiotropik atau glikoprotein kecil dengan berat 
molekul kurang dari 30 kDa (˂200 asam amino). Sitokin diproduksi oleh sejumlah 
jenis sel, seperti leukosit yang mengatur kekebalan, inflamasi dan hematopoiesis. 
Sitokin memiliki struktur heliks α yang tinggi dan molekul-molekulnya memiliki 
lipatan polipeptida yang sama dengan empat heliks heliks. Sitokin dikategorikan 
atas dasar dari mana mereka diproduksi baik dari sel Th1 atau sel Th2 (Gulati et 
al., 2016).  
 
2.7.3 Tumor Necrosis Factor (TNF)-( 
Tumor necrosis factor alpha (TNF)-α adalah sitokin yang paling penting 
dalam inflamasi terkait tumorgenesis. TNF-α adalah sitokin proinflamasi yang 
poten, pleiotropik, dan kuat. TNF-α diproduksi terutama oleh makrofag, tetapi juga 
oleh berbagai jenis sel lainnya, termasuk sel limfoid, sel mast, sel endotel, 
fibroblast, dan neuron. Gen TNF-α terletak di wilayah kelas III kompleks 




Beberapa polimorfisme nukleotida tunggal (SNP) dalam promoter TNF telah 
diidentifikasi, dan mereka diduga mempengaruhi produksi TNF-α (Shin et al., 
2015).  
TNF merupakan mediator utama pada respon terhadap bakteri gram negatif 
dan berperan dalam respons imun bawaan terhadap berbagai mikroorganisme 
penyebab infeksi yang lain, serta bertanggung jawab atas banyaknya komplikasi 
sistemik yang disebabkan oleh infeksi berat. Ada dua bentuk TNF, yaitu TNF-	! 
dan TNF-	$. TNF-	! diproduksi oleh berbagai jenis sel termasuk makrofag, sel T 
dan sel B dan sel NK. TNF-	$ diskresi oleh sel T dan sel B yang teraktivasi 
(Soeroso, 2007). 
Perlakuan pada tikus wistar jantan yang diinduksi dengan dietilnitrosamin 
secara signifikan meningkatkan kadar serum sitokin proinflamasi TNF-α. 
Pemberian hesperidin pada tikus yang diinduksi dengan DEN secara signifikan 
menurunkan kadar serum TNF-α. Penurunan serum TNF-α setalah pemberian 
DEN mungkin terkait dengan sifat anti-inflamasi yang dimilikinya (Ahmed et al., 
2015).  
Gen TNF-α terletak pada kromosom 6p21.3, region kompleks 
histokompabilitas utama kelas III. TNF-α merupakan sitokin pro-inflamasi yang 
mempengaruhi pertumbuhan, diferensiasi, dan kelangsungan hidup berbagai sel. 
TNF-α terutama diproduksi oleh makrofag, disamping susunan lainnya, termasuk 
neutrophil, keratinosit, sel mast, sel endotel, neuron, sel NK, fibroblast, limfosit T 
dan B dan sel tumor (Dondeti et al., 2016).  
 
2.7.4 Interleukin-10 (IL-10) 
Interleukin adalah sitokin imunomodulator yang memediasi komunikasi 
antara leukosit atau leukosit dan sel-sel targetnya. Istilah "interleukin" digunakan 
secara mandiri dari fungsi sitokin untuk molekul yang bekerja pada leukosit atau 
diproduksi oleh leukosit, terutama limfosit. Bagaimana interleukin spesifik 
bertindak pada sel target tergantung pada interleukin, memproduksi dan 
merespons tipe sel, tipe respons imun, dan kelimpahan interleukin itu sendiri. 
Berdasarkan konteksnya, interleukin dapat memiliki fungsi sebagai pro-inflamasi 
dan anti-inflamasi. Interleukin pro-inflamasi dihasilkan dalam berbagai 
rangsangan, termasuk infeksi karena patogen. Fungsi utamanya untuk 
menstimulasi respon imun yang menghasilkan eliminasi menyerang patogen atau 




Interleukin-10 merupakan salah satu sitokin anti-inflamasi. IL-10 dihasilkan 




 (sel T helper-2 (Th2), sel 
T regulator), sel NK, sel T NK, sel B, sel dendritik, eosinophil, sel mast dan sel 
monosit (monosit dan makrofag). Makrofag merupakan sumber utama IL-10, 
meskipun sel T regulator dikenal sebagai subpopulasi penting sel T yang 
melepaskan IL-10. Makrofag menghasilkan IL-10 sebagai respon terhadap 
rangsangan inflamasi atau infeksi, termasuk lipopolisakarida, TNF-! dan 
katekolamin. IL-10 berperan dalam mengatur respon imun bawaan. Target seluler 
utama IL-10 adalah limfosit dan antigen presenting cell (APC) (Standiford dan 
Deng, 2006).  
Pada penelitian yang dilakukan oleh Cheng et al., (2020), terhadap mencit 
yang diinduksi dengan dietilnitrosamin (DEN) menunjukkan bahwa kadar IL-10 
pada mencit induksi DEN lebih tinggi dibandingkan dengan kelompok kontrol. Hal 
ini disebabkan karena IL-10 merupakan sitokin yang banyak diekskresi oleh 
monosit dan berperan sebagai sitokin pleiotrofik pada sistem kekebalan dan 
peradangan. IL-10 memiliki kemampuan dalam menghambat aktivitas dan fungsi 
efektor sel T, monosit dan makrofag.  
 
2.7.5 Interleukin-6 (IL-6) 
IL-6 dianggap sebagai sitokin pro-inflamasi karena peningkatan dalam 
jumlah yang banyak pada penyakit yang ganas dan inflamasi. Penyakit kronis 
memproduksi IL-6 yang terlibat dalam perkembangan penyakit dan kerusakan 
jaringan. IL-6 berasosiasi dengan perkembangan hepatoseluler karsinoma. Serum 
IL-6 sering kali meningkat pada beberapa jenis penyakit hati, termasuk infeksi 
karena virus hepatitis, penyakit yang disebabkan karena mengkonsumsi alkohol 
dan non alkohol, sirosis, yang mana semuanya berpotensi berkembang menjadi 
hepatoseluler karsinoma (HCC). Pada model tikus yang diinduksi dengan 
dietilnitrosamin, tikus yang kekurangan suppressor of cytokine signaling 3 (SOCS-
3) menunjukkan aktivasi signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3) 
dan extraceluller-signal-regulated kinase (ERK) dan perkembangan HCC yang 
tidak terkontrol (Naseem et al., 2018).  
Hepatoseluler karsinoma, merupakan penyakit hati yang paling utama, 
menunjukkan peningkatan dan berasosiasi dengan prognosis yang tidak 
menguntungkan. Sitokin berpotensi mencerminkan mekanisme inflamasi yang 
berbeda selama perkembangan tumor dan karenanya dapat berfungsi sebagai 




memainkan peran penting dalam berbagai jalur signaling kanker. Level sirkulasi 
IL-6 dan IL-8 yang meningkat dikaitkan dengan penurunan kelangsungan hidup 
secara keseluruhan pada pasien dengan kanker paru-paru dan adenokarsinoma 
pankreas (Loosen et al., 2018).  
IL-6 telah lama dikenal sebagai sitokin proinflamasi penting yang 
ekspresinya berhubungan dengan banyak gangguan inflamasi. Kadar IL-6 dalam 
serum meningkat dengan cepat setelah infeksi atau peradangan organ, dan oleh 
karena itu digunakan dalam praktik klinis sebagai penanda diagnostik untuk 
mendeteksi kondisi inflamasi, terutama peradangan yang timbul akibat adanya 
infeksi dalam tubuh (sepsis). Dalam konteks penyakit hati kronis, IL-6 telah 
diidentifikasi sebagai faktor utama yang terkait dengan perbedaan jenis kelamin 
yang diamati pada kanker hati. Hewan coba jantan jauh lebih rentan untuk 
mengembangkan hepatoseluler karsinoma (HCC) daripada betina. Studi 
eksperimental tentang HCC yang diinduksi secara kimiawi pada tikus telah 
menunjukkan korelasi antara kadar IL-6 dan hepatokarsinogenesis. Perlakuan 
DEN menginduksi pelepasan IL-1α dari hepatosit, yang pada gilirannya 
mengaktifkan sel Kupffer untuk menghasilkan IL-6. IL-6 kemudian mengatur 
ekspresi NF-κB dalam hepatosit yang mengarah pada pengembangan HCC 
(Hammerich dan Tacke, 2014). 
Pada penelitian yang dilakukan oleh Naugler et al., (2009) mengenai 
pengaruh induksi DEN (100 mg/kg) terhadap liver mencit jantan dan betina 
terhadap serum IL-6 hasilnya adalah pemberian DEN menghasilkan jumlah 
sirkulasi IL-6 yang lebih tinggi pada mencit jantan dibandingkan pada betina. 
Induksi DEN pada IL-6 mencit jantan setelah 48 jam meningkatkan nilai serum 
ALT < 600 IU/L dibandingkan pada saat 24 jam setelah induksi sebesar < 300 IU/L. 
 
2.8 Mencit 
Hewan coba merupakan hewan yang digunakan dalam studi eksperimental 
berbagai cabang medis dan ilmu pengetahuan. Rodensia atau hewan pengerat 
merupakan hewan coba yang banyak digunakan pada penelitian dapat mencapai 
sekitar 69% karena murah dan mudah untuk ditangani, tingkat reproduksi yang 
relatif tinggi, rentang hidup yang singkat, mudah beradaptasi pada kondisi 
sekitarnya memungkinkan untuk penelitian proses biologis pada semua tahap 
siklus hidup. Tikus dan mencit merupakan contoh hewan rodensia yang banyak 




Mencit (Mus musculus L.) memiliki ciri-ciri berupa bentuk tubuh kecil, berwarna 
putih, memiliki siklus estrus teratur yaitu 4-5 hari. Kondisi ruang untuk 
pemeliharaan mencit (Mus musculus L.) harus senantiasa bersih, kering dan jauh 
dari kebisingan. Suhu ruang pemeliharaan juga harus dijaga kisarannya antara 18-
19
o
C serta kelembaban udara antara 30-70% (Akbar, 2010). Hewan coba yang 









Mencit jantan lebih banyak digunakan dalam penelitian kanker hati yang di 
induksi dengan menggunakan dietilnitrosamin (DEN) atau karbon tertraklorida 
(CCl4) daripada mencit betina. Hal ini dikarenakan DEN atau CCl4 pada mencit 
betina yang diberikan estradiol mampu mengurangi level sitokin proinflamasi (IL-
6). Selain itu, pada mencit betina terdapat hormon estrogen sehingga diasumsikan 
bahwa estrogen dapat menghambat hepatokarsinogenesis ketika androgen 
menstimulasi proses ini (Naugler et al., 2009).  
Waktu yang dibutuhkan setelah injeksi tunggal DEN untuk berkembang 
menjadi kanker hati tidak hanya bergantung pada dosis yang diberikan, namun 
juga jenis kelamin, umur dan strain dari hewan coba yang digunakan. Semakin 
muda mencit yang digunakan, semakin cepat kanker hati yang terbentuk karena 
tingginya laju proliferasi hepatosit pada hewan muda. Setelah pemberian DEN 
dalam jangka waktu panjang, kanker hati berkembang pada 100% mencit jantan 
dan 30% mencit betina. Perbedaan gender pada kanker hati ini disebabkan oleh 
estrogen menghambat dan androgen menstimulasi hepatokarsinogenesis 
(Heindryckx et al., 2009). 
  
Gambar 2.26 Mencit 




BAB III     KERANGKA KONSEP PENELITIAN 
 
3.1 Kerangka Konsep Penelitian  
Salah satu penyebab terjadinya kanker hati adalah adanya senyawa 
nitrosamin yang terbentuk akibat pengolahan maupun pengawetan makanan. 
Nitrosamin terbentuk dalam reaksi antara agen nitrosasi (nitrit, nitrat dan nitrogen 
oksida) zat yang mengandung gugus amino seperti amin sekunder. Penambahan 
nitrit pada daging selain sebagai pengawet juga berfungsi untuk memperoleh 
warna merah merah yang stabil dan memberikan flavor yang khas. Pembentukan 
nitrosamin dalam produk daging bergantung pada cara pemasakan, suhu 
pemasakan, waktu, konsentrasi nitrit atau nitrat dan kondisi asam dilambung (Li et 
al., 2012). Nitrosamin dikelompokkan menjadi nitrosamin volatil dan non volatil. 
Nitrosamin volatil diketahui bersifat karsinogenik. Dietilnitrosamin merupakan 
salah satu jenis nitrosamin yang banyak ditemukan dalam makanan (Herrman et 
al., 2015).  
Dietilnitrosamin sering digunakan sebagai senyawa kimia untuk menginduksi 
kanker pada mencit atau tikus. Menurut Cho et al., (2016) dalam penelitiannya 
menggunakan mencit yang diinduksi dengan dietilnitrosamin dengan dosis 100 
mg/kg berat badan secara intraperitonial. Paparan dietilnitrosamin menyebabkan 
terbentuknya nekrosis hati pada bagian central dan portal. Dietilnitrosamin 
diaktivasi oleh enzim sitokrom P450 di hati kemudian membentuk DNA adduct 
yang mengakibatkan terjadinya mutasi DNA (Muriel et al., 2017). Mutasi DNA yang 
tidak dapat diperbaiki akan mengakibatkan karsinogenesis yaitu kanker hati (Liu 
et al., 2016).  
Dietilnitrosamin merupakan senyawa kimia karsinogen, umumnya digunakan 
untuk menginduksi kanker hati dengan meningkatkan stress oksidatif dan 
menyebabkan terbentuknya inflamasi kronis. Proses inflamasi yang terjadi 
mengakibatkan aktivasi makrofag jaringan dan infiltrasi monosit darah. Aktivasi ini 
menyebabkan banyak perubahan dalam sel, yaitu produksi TNF, IL-1 dan IL-6 
sebagai petanda terhadap respon inflamasi (Arras dan John, 2016). 
Proses pengobatan kanker dapat dilakukan dengan radiasi maupun kemotrapi. 
Metode pengobatan ini memiliki efek samping terhadap tubuh. Oleh karena itu 
perlu dilakukan penelitian untuk mengeksplorasi bahan-bahan alam yang 
dianggap potensial memiliki aktivitas antikanker untuk menekan pertumbuhan sel 
kanker dan memiliki efek samping yang rendah sebagai alternatif pengobatan 




antioksidan dan anti-inflamasi. Flavonoid memiliki aktivitas anti-inflamasi dengan 
cara mengurangi produksi ROS dan menurunkan regulasi beberapa mediator 
inflamasi melalui penghambatan utama jalur persinyalan seperti NFkB, MAPK dan 
STAT. Selain itu, kulit jeruk bersifat sebagai imunomodulasi melalui 
kemampuannya dalam menekan produksi sitokin proinflamasi TNF-! dan 
meningkatkan produksi sitokin IL-10 (Pantsulaia et al., 2014).  
Ekstraksi adalah proses yang digunakan untuk memisahkan satu atau lebih 
komponen tertentu atau untuk mendapatkan komponen yang diinginkan. Salah 
satu metode ekstraksi yang banyak digunakan pada kulit jeruk adalah dengan 
menggunakan Microwave Assisted Extraction (MAE). MAE adalah suatu teknik 
untuk mengekstraksi bahan terlarut dalam tanaman oleh energi gelombang mikro 
(Sarah et al., 2018). Ekstraksi dengan metode ini menghasilkan nilai total flavonoid 
lebih tinggi jika dibandingkan dengan metode ekstraksi lainnya seperti metode 
ekstraksi konvensional dan ultrasound assisted extraction. Nilai total flavonoid 
yang diperoleh dari ekstraksi dengan MAE sebesar 1,265 g/100 g rutin (M’hiri et 
al., 2016). Pengujian pengaruh ekstrak kulit jeruk dilakukan dengan menggunakan 
hewan coba berupa mencit yang diinduksi dietilnitrosamin yang menyebabkan 
terjadinya kanker. Parameter yang digunakan antara sel limfa untuk pengamatan 
jumlah sel relatif CD4
+
 TNF-!+, CD8+IL-6+, CD4+IL-10+ dan hati untuk pengujian 
histopatologi. Kerangka pemikiran dapat dilihat pada Gambar 3.1. 
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3.2 Kerangka Operasional Penelitian 
Penelitian ini dilakukan dengan persiapan bahan baku, penelitian 
pendahuluan dan dua tahap penelitian utama. Penelitian pendahuluan dilakukan 
untuk menentukan kisaran waktu ekstraksi dan konsentrasi etanol yang akan 
digunakan untuk optimasi ekstraksi. Parameter analisis yang digunakan untuk 
penentuan pada tahap ini adalah total flavonoid. Waktu ekstraksi yang digunakan 
mulai dari 2, 6,12, 24 dan 30 menit serta konsentrasi etanol yang digunakan mulai 
dari 40% hingga 90%. Hasil total flavonoid tertinggi dari tahap ini akan digunakan 
untuk penentuan batas bawah dan atas dalam optimasi ekstraksi tahap 1. 
Penelitian tahap 1 dilakukan optimisasi ekstraksi menggunakan Response Surface 
Methodology dengan Box Behnken Design. Hasil optimasi yang diperoleh 
dilakukan validasi dan diuji lanjut menggunakan Paired t-test. Variabel bebas yang 
digunakan antara lain: waktu ekstraksi, konsentrasi etanol dan suhu ekstraksi. 
Batas bawah dan atas waktu ekstraksi adalah 5 dan 25 menit. Batas bawah dan 





C. Respon yang diamati terdiri dari kadar total 
flavonoid, total fenol dan aktivitas antioksidan. Kisaran batas bawah dan atas 
masing-masing variabel bebas dimasukan kedalam software design expert dan 
diperoleh 17 kombinasi perlakuan RSM kemudian dilakukan pengulangan 
sebanyak 2 kali. Hasil optimasi ekstraksi pada tahap ini akan dilakukan pengujian 
secara in vivo pada penelitian tahap 2. 
 Penelitian tahap 2 yaitu proses pengujian ekstrak kulit jeruk menggunakan 
hewan coba yang diinduksi dietilnitrosamin. Pada tahap ini ekstrak yang 
digunakan adalah ekstrak pekat kulit jeruk yang diperoleh dari ekstrak hasil 
optimasi dari tahap 1 kemudian dilakukan pemekatan untuk menguapkan pelarut 
dengan menggunakan rotary evaporator. Hewan coba yang digunakan yaitu 
mencit (Mus musculus). Rancangan yang digunakan pada penelitian tahap 2 yaitu 
Rancangan Acak Lengkap (RAL) dan dilanjutkan dengan uji beda nyata terkecil. 
Jumlah kelompok perlakuan yang digunakan terdiri dari 5 kelompok, yaitu kontrol 
negatif, kontrol positif, kontrol suplemen, kulit jeruk dosis 5 ml/kg/BB/hari dan dosis 
10 ml/kg/BB/hari. Jumlah hewan coba yang digunakan sebanyak 35 ekor. 
Parameter yang diamati yaitu limfa untuk menentukan jumlah relatif sel CD4
+
 TNF-
!+, CD8+IL-6+ dan CD4+IL-10+ serta hati untuk pengujian histopatologi. Senyawa 
kimia kanker yang digunakan untuk induksi adalah dietilnitrosamin (DEN). 
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3.3 Hipotesis Penelitian 
Hipotesis yang diajukan dalam penelitian ini adalah: 
1. Kombinasi waktu ekstraksi, konsentrasi etanol, dan suhu ekstraksi yang 
optimum akan menghaslkan ekstrak kulit jeruk dengan kadar total flavonoid, 
fenol dan aktivitas antioksidan ekstrak kulit jeruk yang optimum 
2. Terdapat pengaruh pemberian ekstrak kulit jeruk terhadap jumlah relatif sel 
CD4
+






BAB IV     METODE PENELITIAN 
 
4.1 Waktu dan Tempat Penelitian 
Penelitian dilaksanakan pada bulan Maret 2019 hingga Oktober 2020 dan 
dilakukan di: 
a) Persiapan bahan baku dan pengeringan di Laboraturium Kewirausahaan, 
Jurusan Teknologi Industri Pertanian, Fakultas Teknologi Pertanian, 
Universitas Brawijaya Malang.  
b) Proses ekstraksi kulit jeruk dan pengujian aktivitas antioksidan di 
Laboraturium Sentra Ilmu Hayati, Universitas Brawijaya Malang.  
c) Pengujian total flavonoid, total fenol di Laboraturium Kimia dan Biokimia 
Pangan, Jurusan Teknologi Hasil Pertanian, Fakultas Teknologi Pertanian, 
Universitas Brawijaya Malang.  
d) Perlakuan in vivo di Laboraturium Farmakologi, Fakultas Kedokteran, 
Universitas Muhammadiyah Malang.  
e) Pengujian rerata sel relatif CD4, TNF!, IL-10, CD8, IL-6 menggunakan 
metode flowcytometry di Laboraturium Fisiologi Hewan dan Laboratorium 
Biokomputasi, Jurusan Biomolekuler, Fakultas Matematika dan Ilmu 
Pengetahuan Alam (MIPA), Universitas Brawijaya Malang.   
f) Pengujian histopatologi hati di Laboratorium Patalogi Anatomi, Fakultas 
Kedokteran, Universitas Brawijaya Malang.    
 
4.2 Alat dan Bahan Penelitian 
4.2.1 Alat Penelitian 
Peralatan yang digunakan meliputi: timbangan digital, pisau stainless steel, 
baskom, cabinet dryer (pengering kabinet), kantong plastik, kuas, blender kering 
(Phillips), ayakan 60 mesh.  
a. Peralatan yang digunakan untuk ekstraksi adalah Microwave Assisted 
Extraction (MAE) (Anton Paar), rotary evaporator (IKA RV 10) dan chiller 
(Julado F500), timbangan analitik ketelitian 0,0001 g, glassware, spatula.  
b. Peralatan yang digunakan untuk pengujian total flavonoid, total fenol dan 
aktivitas antioksidan meliputi glassware, vortex, spektrofotometer UV-VIS 





c. Peralatan yang digunakan dalam pemeliharaan tikus: bak plastik besar ukuran 
53x38x16, tutup kendang tikus dari kawat, botol air minum, botol semprot 
berisi alkohol 70%, sekop sekam, timbangan digital ketelitian 0,01 g, spuit 1cc 
(one med), sarung tangan dan jarum sonde.  
d. Peralatan yang digunakan dalam pembedahan dan pengambilan organ: alat 
bedah, jarum pentul, papan bedah, botol vial, dan botol semprot alkohol 70%.  
e. Peralatan yang digunakan dalam isolasi sel limfa: cawan petri, beaker glass, 
plunger spuit 5 cc, tube sentrifuge 15 ml, sentrifuge, pipet tips 1 ml, dan 
micropipet.  
f. Peralatan yang digunakan dalam analisa flowcytometry: blue tips, yellow tips, 
microtube 1,5 ml, FCM tube, flowcytometry dan sentrifugasi dingin. 
4.2.2 Bahan Penelitian  
Bahan utama yang digunakan pada penelitian ini adalah kulit jeruk Batu 55 
(Citrus reticulata). Jeruk Batu 55 ini diperoleh dari perkebunan jeruk organik di 
desa Mangliawan, Pakis, Kabupaten Malang. Buah jeruk Batu 55 dipanen pada 
umur petik 32 minggu setelah berbunga dengan tingkat kematangan matang dan 
warna kulit kuning kehijauan. Adapun bahan lainnya yang digunakan dalam 
penelitian ini antara lain: 
a. Pengujian total flavonoid, total fenol dan antioksidan: akuades, etanol PA 
95%, metanol PA, asam galat, Na2CO3 7,5%, Folin Ciocelteau 10%, kuersetin, 
NaNO2 5%, AlCl3 10%, NaOH 1M, dan DPPH 0,2 mM (Sigma-Aldrich).  
b. Pemeliharaan dan sonde pada mencit: sekam (serbuk gergaji), air mineral, 
ekstrak kulit jeruk, silymarin dan pelet BR diperoleh dari pasar Splendid 
Malang.  
c. Pembedahan dan pengambilan organ limfa dan hati: Alkohol 70% dan 
formalin 10%.  
d. Isolasi sel limfa: PBS dan ice gel. 
e. Flowcytometry: PBS, FACSFlow BD, Antibodi (Ab) TNF-!, IL-6 dan IL-10.  
f. Hewan Uji: 
• Mencit Jantan 
Bahan yang diperlukan untuk pengujian histopatologi adalah hati mencit dan 
untuk pengujian sitokin proinflamasi dan anti-inflamasi adalah limfa mencit.  





Senyawa kimia yang bersifat karsinogenik untuk memicu kanker hati pada 
hewan coba.   
4.3 Rancangan Penelitian 
Penelitian ini terdiri dari penelitian pendahuluan dan dua tahap penelitian 
utama. Penelitian tahap pertama yaitu optimasi pembuatan ekstrak kulit jeruk. 
Penelitian tahap kedua dilakukan pengujian pengaruh ekstrak kulit jeruk secara in 
vivo.  
4.3.1 Penelitian Pendahuluan  
Sebelum masuk pada penelitian tahap 1 dilakukan penelitian pendahuluan 
yang bertujuan untuk memperoleh kisaran batas bawah (lower limit) dan atas 
(upper limit) pada faktor waktu ekstraksi dan konsentrasi etanol. Adapun tahapan 
yang dilakukan pada penelitian pendahuluan ini terdiri dari:  
a. Dilakukan pengujian kisaran waktu ekstraksi yang terdiri dari 2 menit hingga 
30 menit dengan parameter yang diamati adalah total flavonoid. Saat 
dilakukan pengujian, faktor lain dibuat dalam kondisi yang sama yaitu rasio 
bahan dan pelarut 1:10, suhu ekstraksi 50
o
C dan konsentrasi etanol yang 
digunakan 90%.  
b. Dilakukan pengujian kisaran konsentrasi etanol mulai dari konsentrasi 40% 
90% dengan parameter yang diamati adalah total flavonoid. Saat dilakukan 
pengujian, faktor lain dibuat dalam kondisi yang sama yaitu rasio bahan dan 
pelarut 1:10, suhu ekstraksi 50
o
C dan waktu ekstraksi 20 menit.  
c. Hasil total flavonoid tertinggi yang diperoleh pada perlakuan waktu ekstraksi 
dan konsentrasi etanol digunakan sebagai kisaran batas bawah dan batas 
atas dalam penelitian tahap pertama.  
Pemilihan kisaran waktu ekstraksi dan konsentrasi etanol berdasarkan 
penelitian yang dilakukan oleh Dahmoune et al., (2013), menunjukkan bahwa 
ekstraksi kulit jeruk dengan metode MAE menggunakan pelarut etanol dengan 
konsentrasi mulai dari 20%-80% didapatkan total fenol maksimum pada kosentrasi 
etanol 50% dengan nilai sebesar 13,30 mgGAE/gdw. Sedangkan, waktu ekstraksi 
yang digunakan mulai dari 90 detik-240 detik dan didapatkan total fenol maksimum 
pada waktu ekstraksi 120 detik. Berdasarkan perlakuan diatas maka pada 
penelitian pendahuluan untuk penentuan nilai batas atas dan batas bawah dipilih 
kisaran waktu ekstraksi mulai dari 2 menit hingga 30 menit dan konsentrasi etanol 





4.3.1 Penelitian Tahap I: Optimasi Ekstraksi Kulit Jeruk Menggunakan 
Microwave Assisted Extraction  
Pada penelitian tahap I dilakukan optimasi ekstraksi kulit jeruk menggunakan 
Microwave Assisted Extraction (MAE). Rancangan penelitian pada percobaan ini 
menggunakan Response Surface Methodology (RSM) dengan bantuan software 
design expert 12.0 (Trial version) dan metode Box Behnken Design (BBD) untuk 
memperoleh pemodelan yang dapat menjelaskan interaksi antara variabel waktu 
ekstraksi, konsentrasi etanol dan suhu ekstraksi terhadap respon yang digunakan 
pada penelitian ini yaitu, total flavonoid, total fenol dan aktivitas antioksidan. 
Setelah pemodelan diperoleh, dilanjutkan dengan tahap optimasi untuk 
memperoleh respon optimal. Kisaran batas bawah dan batas atas yang digunakan 
dalam optimasi ekstraksi ini diperoleh dari hasil penelitian pendahuluan. Data hasil 
uji kisaran waktu ekstraksi dan konsentrasi etanol selengkapnya dapat dilihat pada 
Lampiran 7. Kisaran batas bawah dan batas atas variabel bebas serta respon 
yang digunakan pada penelitian ini selengkapnya dapat dilihat pada Tabel 4.1.  
Tabel 4.1 Faktor dan respon yang digunakan dalam desain RSM 






Waktu ekstraksi X1 Menit 5 15 25 
Konsentrasi 
etanol 
X2 % 50 70 90 
Suhu ekstraksi X3 
O
C 55 65 75 
Respon Kode Unit Target (goal) 










Y3 % Maksimum  
 
Perlakuan waktu ekstraksi dan konsentrasi etanol dimasukkan sebagai batas 
bawah dan batas atas pada Tabel 4.1 berdasarkan hasil penelitian pendahuluan. 
Sehingga diperoleh 17 kombinasi perlakuan pada software design expert. 






Tabel 4.2 Kombinasi Perlakuan RSM 
Run 
























1 1 0 1    
2 0 1 -1    
3 0 0 0    
4 0 0 0    
5 0 0 0    
6 1 0 -1    
7  0 -1 1    
8 -1  0 -1    
9 -1 -1 0    
10 -1 0 1    
11 0 0 0    
12 1 -1 0    
13 0 0 0    
14 -1 1 0    
15 0 1 1    
16 1 1 0    
17 0 -1 -1    
 
4.3.2 Penelitian Tahap II: Pengujian Ekstrak Pekat Kulit Jeruk pada Hewan 
Coba  
Penelitian tahap II dilakukan pengujian secara in vivo terhadap jumlah relatif 
sel CD4
+
TNF-!, CD8+IL-6 dan CD4+IL-10. Rancangan penelitian yang digunakan 
pada tahap ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL).  
4.3.2.1 Pengelompokan Hewan Coba 
Penelitian ini merupakan jenis penelitian eksperimental murni dengan 
pendekatan the post test only control group design yang menggunakan mencit 
sebagai obyek penelitian. Perlakuan yang diberikan berupa pemberian ekstrak 
kulit jeruk pada mencit yang diinduksi dengan dietilnitrosamin.  
Penelitian ini menggunakan 5 perlakuan dengan perhitungan jumlah 




- “P”  = jumlah perlakuan 





- “n” = banyaknya sampel pada tiap kelompok perlakuan (Hanafiah, 
2011).  
Jadi besar sampel yang dibutuhkan pada penelitian ini adalah: 
   5 (n-1) ≥15 
 5n-5 ≥ 15 
 5n    ≥ 20 
 n      ≥ 4 
Dari perhitungan diatas didapatkan angka 4, berarti dalam penelitian ini 
diperlukan minimal 4 ekor mencit dalam setiap perlakuan. Sehingga, jumlah 
sampel yang diperlukan untuk 5 perlakuan yaitu minimal 20 mencit dengan 2 ekor 
mencit sebagai antisipasi bila terjadi drop out atau kematian dan sebagai kontrol 
awal data pembedahan. Total hewan coba yang digunakan pada penelitian ini 
sebanyak sebanyak 35 ekor mencit. Pembagian 5 kelompok tersebut disajikan 






Tabel 4.3 Kelompok Perlakuan 
Kelompok Mencit  Perlakuan 
Kontrol negatif (K-)  Mencit sehat, mencit yang tidak diinduksi 
dengan dietilnitrosamin dan tidak diberi 
ekstrak kulit jeruk 
Kontrol positif (K+)  Mencit yang diinduksi dengan 
dietilnitrosamin dosis 100 mg/kg BB tetapi 
tidak diberikan ekstrak kulit jeruk 
Kontrol suplemen (KS) Mencit yang diberikan silymarin selama 15 
hari sebelum induksi dietilnitrosamin 
kemudian mencit diinduksi dietilnitrosamin 
dosis 100 mg/kg BB dan dilanjutkan 
pemberian silymarin selama 28 hari. 
Silymarin digunakan sebagai kontrol 
pembanding dengan dosis 50 
mg/kg/BB/hari.  
Ekstrak Kulit Jeruk Dosis I  
(5 ml/kg/BB/hari) 
Mencit diberikan ekstrak kulit jeruk dosis 5 
ml/kg/BB/hari selama 15 hari sebelum 
diinduksi kemudian mencit diinduksi 
dengan dietilnitrosamin dosis 100 mg/kg 
BB dan dilanjutkan dengan pemberian 
ekstrak selama 28 hari  
Ekstrak Kulit Jeruk Dosis II 
(10 ml/kg/BB/hari) 
Mencit diberikan ekstrak kulit jeruk dosis 
10 ml/kg/BB/hari selama 15 hari sebelum 
diinduksi kemudian mencit diinduksi 
dengan dietilnitrosamin dosis 100 mg/kg 
BB dan dilanjutkan dengan pemberian 
ekstrak selama 28 hari  
  
4.3.2.2 Penentuan Dosis Ekstrak Kulit Jeruk yang Disondekan ke Mencit 
Penentuan dosis yang diberikan ke mencit menyesuaikan dengan volume 
maksimal lambung mencit yaitu 1-2% dari berat badan atau 0,1ml/10 g (Palacios 
et al., 2019), sehingga: 
1. Dosis I = 5 ml/kg/BB/hari 






4.3.2.3 Prosedur Perlakuan dan Pengujian Hewan Coba 
Sebelum uji in vivo, terlebih dahulu dilakukan kelayakan etik. Kelayakan 
etik atau ethical clearance dilakukan di Laboraturium Biosains oleh Komisi Etik 
Penelitian (Animal Care and Use Committee) Universitas Brawijaya. Rangkuman 
prosedur perlakuan hewan coba dapat dilihat pada Gambar 4.1. 







Rincian pelaksanaan uji hewan coba (Zheng et al., 2018) dapat dilihat pada 
uraian berikut: 
a. Masa adaptasi  
1. Hewan coba yaitu mencit diadaptasi dengan kondisi laboratorium atau 
kandang selama 7 hari pada suhu ruang (25
O
C). Selama masa adaptasi, 
mencit diberikan pakan standar dan air minum secara ad-libitum. 
2. Penimbangan berat badan dilakukan pada awal dan akhir masa adaptasi dan 
pengecekan kondisi hewan dalam keadaan baik dan sehat. 
b. Masa perlakuan uji in vivo ekstrak kulit jeruk 
1. Hewan coba mencit jantan dibagi kedalam 5 kelompok perlakuan secara 
acak yaitu K-, K+, KS, dosis 5 ml/kg/BB/hari dan dosis 10 ml/kg/BB/hari.  
2. Pemberian secara sonde ekstrak kulit jeruk dilakukan setelah masa adaptasi 
yaitu selama 15 hari pada dosis 5 ml/kg/BB/hari dan dosis 10 ml/kg/BB/hari 
dan kelompok silymarin.   
3. Induksi dilakukan menggunakan dietilnitrosamin dosis 100 mg/kg BB secara 
intraperitoneal dengan injeksi tunggal (single injection) selama masa 
perlakuan pada kelompok K+, KS, dosis 5 ml/kg/BB/hari dan dosis 10 
ml/kg/BB/hari di hari ke-16 dan dilanjutkan dengan pemberian ekstrak kulit 
jeruk pada kelompok dosis 5 ml/kg/BB/hari dan dosis 10 ml/kg/BB/hari, dan 
pemberian silymarin pada kelompok KS selama 28 hari.  
Hari ke-51 




15 hari  
 
7 hari 28 hari  
 
Pembedahan  






4. Pada hari ke-51 mencit dipuasakan selama 24 jam untuk dilakukan 
pembedahan dengan cara dislokasi leher kemudian dibedah untuk diambil 
limfa dan hati. 
5. Limfa yang diperoleh digunakan untuk uji CD4
+





 menggunakan flowcytometry dan hati untuk pengujian 
histopatologi.  
 
4.3.2.4 Isolasi dan Pewarnaan Sel  
Mencit jantan dipuasakan semalam, kemudian dikorbankan dengan cara 
dislokasi leher. Setelah itu dilakukan pembedahan dan diisolasi bagian limfa. 
Organ limfa diletakkan pada cawan petri yang berisi phosphate buffer saline (PBS) 
dan dihancurkan dengan cara digerus menggunakan pangkal spuit searah jarum 
jam hingga diperoleh homogenat. Kemudian, homogenat diambil menggunakan 
mikropipet dan dimasukan kedalam tabung sentrifuse 15 ml dan PBS hingga 
volume sama. Suspensi sel disentrifugasi dengan kecepatan 2500 rpm pada suhu 
10
O
C selama 5 menit. Supernatan yang diperoleh dibuang, pelet diresuspensi 
dengan menambahkan 1 ml PBS.  
 
4.4 Analsis Data 
Data dalam penelitian ini meliputi data kuantitatif yang akan dianalisis secara 
statistika. Data kuantitatif meliputi kadar total flavonoid, kadar total fenol, aktivitas 
antioksidan, presentase sel relatif CD4
+
 TNF-!+, CD8+IL-6+ dan CD4+IL-10+. Data 
penelitian optimasi menggunakan Design Expert 12.0.0, data verifikasi diuji 
menggunakan uji Paired t-test mengunakan Minitab 17.  
Analisis statistik hasil flowcytometry dilakukan dengan menggunakan 
Minitab. Data dianalisis secara parametrik menggunakan uji one way Analysis of 
Variance (ANOVA) dengan selang kepercayaan 95% (!=0,05). Apabila hasil 
perhitungan ANOVA menunjukkan signifikansi (p<0,05), maka perhitungan 






4.5 Diagram Alir Penelitian  
4.5.1 Pembuatan Serbuk Kulit Jeruk (Yustinah dan Fanandara, 2016) 
 
  
Kulit jeruk Batu 55 
Dipotong kecil-kecil dengan ukuran ± 3 cm 
Dicuci dengan air mengalir 
Ditiriskan menggunakan wadah peniris  
Dikeringkan dengan cabinet dryer suhu 50oC selama 8 jam 
 
Kulit jeruk kering 
Dihaluskan dengan blender kering 
Diayak 
(menggunakan ayakan 60 mesh) 
Bubuk kulit jeruk  



































 Gambar 4.3 Diagram Alir Optimasi Ekstraksi menggunakan MAE 
Bubuk kulit jeruk Batu 55 
Ditimbang sebanyak 4 gram  
Dimasukkan kedalam vessel dan ditambah pelarut etanol sebanyak 40 ml (1:10, b/v)  
Kombinasi perlakuan yang 
digunakan antara lain: 
• Konsentrasi etanol (50, 
70 dan 90%) 
• Suhu (55, 65 dan 75oC) 
• Waktu ekstraksi (5, 15 
dan 25 menit) 
Dilakukan proses ekstraksi sesuai dengan 17 
kombinasi perlakuan RSM 
Penyaringan menggunakan kertas saring 
Diperoleh 17 filtrat hasil 
kombinasi perlakuan RSM 
Masing-masing filtrat dilakukan 
pengujian total flavonoid, total fenol 





4.5.3 Pembuatan Ekstrak Pekat Kulit Jeruk untuk Pengujian Secara in vivo 
 
 
 Bubuk kulit jeruk Batu 55 
Ditimbang sebanyak 4 gram  
Dimasukkan kedalam vessel dan ditambah pelarut etanol 50% sebanyak 40 ml 
(1:10, b/v)  
Dilakukan ekstraksi selama 17 menit pada suhu 75
O
C dengan menggunakan 25 vessel 
Penyaringan menggunakan kertas saring  
Filtrat  
Dipekatkan dengan rotary evaporator pada suhu 45OC 
Analisa: 
- Total flavonoid 
- Total Fenol 
- Aktivitas antioksidan 
Ekstrak pekat kulit jeruk 





4.5.4 Pengujian secara in vivo 
Euthanasia dengan dislokasi leher dan pembedahan 
Mencit  yang telah sesuai dengan kriteria inklusi 
 
Adaptasi   7 hari 
Kontrol positif  Kelompok silymarin 
Kelompok dosis 5 
ml/kg/BB/hari 
 
Kelompok dosis 10 
ml/kg/BB/hari 
 
Kontrol negatif  Hari ke-8 sampai 
hari ke-22 
Injeksi tunggal menggunakan 
dietilnitrosamin dosis 100 mg/kg BB 
Kontrol positif Kelompok Silymarin 
Kelompok dosis 5 
ml/kg/BB/hari 
 





Hari ke-23 sampai 
hari ke-50 
Pengambilan limfa 
Perhitungan jumlah relatif sel CD4+ TNF-
!+, CD8+IL-6+ dan CD4+IL-10+ dengan 
metode flowcytometri 
 
Pengambilan organ hati 
Ditimbang dan dilakukan pengujian 
histopatologi  
Hari ke-51 





BAB V     HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
5.1 Analisis Bahan Baku 
Pada penelitian optimasi ekstraksi kulit jeruk dilakukan analisis pada bahan 
baku. Parameter yang diamati untuk analisis bahan baku meliputi kadar air, total 
flavonoid, total fenol dan aktivitas antioksidan. Hasil analisis bahan baku dapat 
dilihat pada Tabel 5.1.  
Tabel 5.1 Hasil Analisis Bahan Baku Bubuk Kulit Jeruk 
Parameter Hasil analisis 
Kadar air (%) 14,21 ± 0,47 
Total flavonoid (mg QE/g) 12,48 ± 0,37 
Total fenol (mg GAE/g) 19,26 ± 0,77 
Aktivitas antioksidan (%)* 50,75 ± 0,02 
Keterangan: Data adalah rerata 3 kali pengulangan, angka setelah ± adalah standar 
deviasi.  
* = pengukuran aktivitas antioksidan dilakukan pada pengenceran 20 ppm 
 
Tabel 5.1 menunjukkan hasil analisis kadar air, kadar total flavonoid, fenol dan 
aktivitas antioksidan bubuk kulit jeruk masing-masing sebesar 14,21% ± 0,47, 
12,48 ± 0,37 mg GAE/g, 19,26 ± 0,77 mg GAE/g dan 50,75 ± 0,02 %. 
Berdasarkan hasil tersebut menunjukkan bahwa bubuk kulit jeruk mempunyai 
kandungan aktivitas antioksidan dengan total flavonoid dan fenol yang besar. Hal 
tersebut menunjukkan bahwa bubuk kulit jeruk mampu menurunkan aktivitasi 
transkripsi NF-"B pada mencit model kanker usus yang diinduksi azoxymethane, 
dimana NF-"B yang teraktivasi akan menginduksi sitokin proinflamasi yang 
mendukung perkembangan kanker (Onuma et al., 2017). Selain itu, bubuk kulit 
jeruk berpotensi sebagai anti-inflamasi dengan menurunkan sitokin proinflamasi 
(IL-6) pada mencit yang diinduksi dengan sel kanker kolon CT-26 (Kim et al., 
2016). Dengan demikian, bubuk kulit jeruk dengan berbagai manfaat 
kesehatannya mempunyai potensi sebagai bahan baku untuk dikembangkan 
kedepannya.  
 
5.2 Penelitian Tahap 1. Optimasi Ekstraksi Kulit Jeruk 
Optimasi waktu ekstraksi, konsentrasi etanol dan suhu ekstraksi penelitian ini 
dilakukan dengan menggunakan Response Surface Methodology (RSM) dengan 
menggunakan Box-Behnken Design pada software Design Expert 12.0.0 (Trial 





titik tengah 15 menit dan batas atas 25 menit. Pada faktor konsentrasi etanol 
menggunakan batas bawah 50% dengan titik tengah 70% dan batas atas 90%. 
Sedangkan, batas bawah suhu ekstraksi 55oC dengan titik tengah 65oC dan batas 
atas 75oC. Respon yang diteliti yaitu total flavonoid (Y1), total fenol (Y2) dan 
aktivitas antioksidan (Y3). Nilai variabel bebas dan semua respon dari desain ini 
ditunjukkan pada Tabel 5.2.  
Tabel 5.2 Hasil Analisis Respon Total Flavonoid, Fenol dan Aktivitas Antioksidan 
Run 
















1 1 0 1 25 70 75 7,76 10,35 34,03 
2 0 1 -1 15 90 55 5,86 4,15 15,28 
3 0 0 0 15 70 65 7,31 10,23 49,44 
4 0 0 0 15 70 65 8,62 12,96 50,74 
5 0 0 0 15 70 65 8,40 14,35 52,05 
6 1 0 -1 25 70 55 5,23 10,35 27,23 
7  0 -1 1 15 50 75 14,93 13,26 63,11 
8 -1  0 -1 5 70 55 3,23 3,59 23,23 
9 -1 -1 0 5 50 65 5,47 5,85 33,79 
10 -1 0 1 5 70 75 9,39 8,72 44,24 
11 0 0 0 15 70 65 6,65 10,35 51,29 
12 1 -1 0 25 50 65 7,63 14,18 40,42 
13 0 0 0 15 70 65 8,35 9,01 62,62 
14 -1 1 0 5 90 65 4,20 5,11 23,25 
15 0 1 1 15 90 75 5,86 7,39 36,52 
16 1 1 0 25 90 65 5,40 4,49 21,24 
17 0 -1 -1 15 50 55 4,33 5,74 30,71 
Keterangan:  
* = pengukuran aktivitas antioksidan dilakukan pada pengenceran 40 ppm 
 
Tabel 5.2 menunjukkan analisis total flavonoid berkisar antara 3,23 - 14,93 mg 
QE/g bahan, total fenol berkisar antara 3,59 -14,35 mg GAE/g bahan dan aktivitas 
antioksidan berkisar dari 15,28 - 63,11%. Nilai total flavonoid dan aktivitas 
antioksidan tertinggi didapatkan pada variabel waktu ekstraksi 15 menit dengan 
konsentrasi etanol 50% dan suhu ekstraksi 75oC. Sedangkan, nilai total flavonoid 
terendah didapatkan pada variabel waktu ekstraksi 5 menit dengan konsentrasi 
etanol 70% dan suhu ekstraksi 55OC. Respon aktivitas antioksidan terendah 
didapatkan pada variabel waktu ekstraksi 15 menit dengan konsentrasi etanol 90% 





Pada respon total fenol tertinggi didapatkan pada variabel waktu ekstraksi 15 
menit dengan konsentrasi etanol 70% dan suhu ekstraksi ekstraksi 65oC, 
sedangkan untuk total fenol terendah didapatkan pada variabel waktu ekstraksi 5 
menit dengan konsentrasi etanol 70% dan suhu ekstraksi 55OC. Data hasil analisis 
selanjutnya dimasukkan ke dalam Design Expert 12.0.0 (Trial version), sehingga 
akan didapatkan hasil analisis ragam, prediksi model persamaan yang diperoleh 
dan penentuan titik optimum pada respon.  
 
5.2.1 Model, Lack of Fit dan Anova Respon Total Flavonoid 
Berdasarkan beberapa kriteria yang ditetapkan didalam analisis permukaan 
respon diperoleh kesimpulan bahwa model yang disarankan untuk respon total 
flavonoid adalah model kuadratik. Ringkasannya disajikan pada Tabel 5.3 dan 
rincian perhitungannya disajikan pada Lampiran 9.3.  
Tabel 5.3 Hasil Analisis Ragam (ANOVA) pada Respon Total Flavonoid 
 
Persamaan regresi untuk respon total flavonoid ditunjukkan sebagai berikut: 
Y1 = -70,43206 + 1,25052X1 + 0,958737X2 + 0,910525X3 – 0,001200X1X2 –   
0,009075X1X3 – 0,013250X2X3 – 0,017667X12 – 0,001061X22 + 0,003032 X32 
Keterangan: Y1 = Respon Total Flavonoid, X1 = Waktu Ekstraksi, X2 = Konsentrasi Etanol, 











Model 109,51 9 12,17 13,13 0,0013 significant 
X1-waktu 1,74 1 1,74 1,88 0,2131  
X2-konsentrasi 
etanol 15,24 1 15,24 16,43 0,0048 
 
X3-suhu 46,51 1 46,51 50,17 0,0002  
X1X2 0,2304 1 0,2304 0,2485 0,6334  
X1X3 3,29 1 3,29 3,55 0,1014  
X2X3 28,09 1 28,09 30,30 0,0009  
X1² 13,14 1 13,14 14,18 0,0070  
X2² 0,7578 1 0,7578 0,8175 0,3960  
X3² 0,3872 1 0,3872 0,4177 0,5387  
R2    0,9441   
Adjusted R2    0,8721   
Residual 6,49 7 0,9271    
Lack of Fit 3,61 3 1,20 1,68 0,3082 not significant 
Pure Error 2,88 4 0,7189    





Nilai positif pada persamaan regresi menggambarkan efek yang 
menguntungkan optimasi karena bersifat sinergis, sedangkan nilai negatif pada 
persamaan menunjukkan hubungan terbalik atau efek antagonis antara faktor dan 
respon (Woitiski et al., 2009). Pada persamaan diatas menunjukkan bahwa 3 
koefisien linear model (waktu ekstraksi, konsentrasi etanol dan suhu ekstraksi) dan 
koefisien kuadratik (suhu ekstraksi kuadrat) memberikan efek positif. Efek yang 
paling besar terhadap peningkatan nilai total flavonoid adalah waktu ekstraksi (X1).  
Efisiensi ekstraksi menggunakan MAE salah satunya dipengaruhi oleh waktu 
ekstraksi. Peningkatan waktu ekstraksi akan meningkatkan hasil ekstraksi, namun 
semakin lama waktu ekstraksi yang digunakan akan menyebabkan terjadinya 
degradasi senyawa bioaktif yang bersifat termolabil. Kenaikan waktu ekstraksi 
pada penelitian ini berpengaruh positif terhadap total flavonoid diduga karena 
waktu ekstraksi yang digunakan relatif singkat (5–25 menit) sehingga tidak 
mempengaruhi stabilitas senyawa flavonoid. Hal ini serupa pada penelitian yang 
dilakukan oleh Ahmad dan Langrish (2012), bahwa nilai ekstraksi kulit jeruk 
mandarin menggunakan MAE menyebabkan beberapa senyawa fitokimia 
menurun dengan semakin lamanya waktu ekstraksi karena terjadinyai reaksi yang 
tidak diinginkan seperti degradasi enzimatik dan oksidasi yang menyebabkan 
menurunnya senyawa fitokimia. 
Variabel konsentrasi etanol (X2) dan suhu ekstraksi (X3) pada model 
kuadratik memberikan pengaruh signifikan terhadap respon total flavonoid. Hal 
tersebut ditunjukkan dengan nilai p-value model kuadratik kurang dari 5% (p < 
0,05) yaitu masing-masing sebesar 0,0048 dan 0,0002. Hasil dari penelitian ini 
adalah kenaikan suhu berkorelasi positif terhadap nilai total flavonoid kulit jeruk 
yang diekstraksi menggunakan MAE. Suhu merupakan salah satu faktor yang 
saling berhubungan dengan daya gelombang mikro yang mengontrol jumlah 
energi yang diubah menjadi panas dalam bahan dielektrik. Senyawa flavonoid 
relatif stabil pada kondisi suhu yang tinggi. Kestabilan senyawa flavonoid pada 
suhu tinggi berkaitan dengan waktu ekstraksi yang relatif singkat (5 – 25 menit) 
(Lovric et al., 2017). Nilai total flavonoid meningkat seiring dengan meningkatnya 
konsentrasi etanol (50-70%) yang digunakan dalam ekstraksi kulit jeruk diduga 
karena penambahan air untuk mengubah konsentrasi etanol selama ekstraksi 
menggunakan MAE meningkatkan efisiensi proses ekstraksi. Efisiensi ekstraksi 





oleh air, sehingga meningkatkan luas permukaan kontak antara matriks tanaman 
dan pelarut (Xiao et al., 2008).  
Kurva normal plot of residual dari model dapat digunakan untuk mengetahui 
model kuadratik dari respon total flavonoid tersebut signifikan. Apabila titik residual 
rata-rata berada di sepanjang garis tengah, maka dapat diasumsikan bahwa 
kenormalan model terpilih sudah tepat. Kurva normal plot of residuals dapat dilihat 
pada Gambar 5.1. 
 
 
Pada Gambar 5.1 menunjukkan bahwa persebaran titik residual yang 
terbentuk berdekatan pada garis normal dan terlihat persebarannya masih di 
sepanjang garis merah. Data yang mendekati garis kenormalan menunjukkan data 
menyebar normal (Nurmiah et al., 2013). Berdasarkan penjelasan diatas, dapat 
disimpulkan bahwa data respon total flavonoid sudah memenuhi kenormalan 
model yang berarti hasil aktual akan mendekati hasil yang diprediksi oleh program 
Design Expert 12.0.0 (Trial version).  
 Hubungan antara faktor waktu ekstraksi dengan konsentrasi etanol, waktu 
ekstraksi dengan suhu ekstraksi, dan konsentrasi etanol dengan suhu ekstraksi 
pada respon total flavonoid dapat dilihat pada Gambar 5.2.  
  






























Berdasarkan hasil anova, hasil hubungan antara konsentrasi etanol dengan 
suhu ekstraksi (c) memiliki hasil yang signifikan. Pada grafik kontur plot (c), 
terdapat warna yang berbeda, dimana warna biru menunjukkan nilai total flavonoid 
terendah sedangkan warna oranye kemerahan menunjukkan nilai total flavonoid 
tertinggi. Hal tersebut menandakan bahwa semakin tinggi suhu ekstraksi dan 
semakin rendah konsentrasi etanol yang digunakan maka semakin meningkatkan 
nilai total flavonoid. Peningkatan suhu ekstraksi (y) menunjukkan adanya 
perubahan warna dari biru menuju oranye kemerahan pada suhu ekstraksi 55oC 
hingga 75OC. Perubahan warna tersebut menunjukkan adanya pengaruh faktor 
Gambar 5.2 (a) waktu ekstraksi dengan konsentrasi etanol (b) waktu ekstraksi
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yang signifikan terhadap respon total flavonoid. Pada konsentrasi etanol (x) kurang 
terlihat jelas adanya perubahan warna.  
Bentuk permukaan respon atau 3D dari hubungan interaksi antara 
konsentrasi etanol dengan suhu ekstraksi pada respon total flavonoid dapat dilihat 
pada Gambar 5.2 (c). Pada grafik tersebut terdapat tiga sumbu dimana sumbu x 
merupakan konsentrasi etanol, sumbu y merupakan suhu ekstraksi dan sumbu z 
mewakili tinggi atau rendahnya nilai respon total flavonoid. Pada gambar tersebut 
terlihat bahwa model kurva berbentuk segitiga terbalik dan terjadi peningkatan 
kurva dari kanan menuju ke kiri pada sumbu y (faktor suhu ekstraksi). Dari kurva 
diatas dapat dilihat titik optimum berada pada titik diujung kiri atas yang ditandai 
dengan warna merah. Warna merah pada kurva tersebut mengindikasikan kadar 
total flavonoid tertinggi tercapai pada saat suhu ekstraksi 75OC dengan 
menggunakan konsentrasi etanol 50%. Penggunaan konsentrasi etanol 50% pada 
saat ekstraksi merupakan konsentrasi yang paling efektif untuk ekstraksi 
gelombang mikro yang menyerap energi relatif lebih baik dibandingkan dengan 
konsentrasi lainnya. Karakteristik dielektrik dan disipasi sampel juga memainkan 
peran penting dalam ekstraksi gelombang mikro senyawa fenolik, karena sifat ini 






5.2.2 Model, Lack of Fit dan Anova Respon Total Fenol 
Berdasarkan beberapa kriteria yang ditetapkan didalam analisis permukaan 
respon diperoleh kesimpulan bahwa model yang disarankan untuk respon total 
fenol adalah model kuadratik. Ringkasannya disajikan pada Tabel 5.4 dan rincian 
perhitungannya disajikan pada Lampiran 9.4.  
 Tabel 5.4 Hasil Analisis Ragam (ANOVA) pada Respon Total Fenol 
 
Persamaan regresi untuk respon total fenol ditunjukkan sebagai berikut:  
Y1 = -138,46687 + 2,32125X1 + 1,120700 X2 + 2,65050X3 + 0,011187X1X2 –  
0,012825X1X3 – 0,005350X2X3 – 0,016775X12 – 0,005737X22 + 0,014500 X32 
Keterangan: Y1 = Respon Total Fenol, X1 = Waktu Ekstraksi, X2 = Konsentrasi Etanol, X3 = 
Suhu Ekstraksi  
Nilai positif pada persamaan regresi menggambarkan efek yang 
menguntungkan optimasi karena bersifat sinergis, sedangkan nilai negatif pada 
persamaan menunjukkan hubungan terbalik atau efek antagonis antara faktor dan 
respon (Woitiski et al., 2009). Pada persamaan diatas menunjukkan bahwa 3 
koefisien linear model (waktu ekstraksi, konsentrasi etanol dan suhu ekstraksi) dan 
koefisien kuadratik interaksi antara waktu dan konsentrasi etanol dan suhu 
ekstraksi kuadrat memberikan efek positif. Efek yang paling besar terhadap 











Model 182,81 9 20,31 5,82 0,0150 significant 
X1-waktu 32,40 1 32,40 9,28 0,0187  
X2-konsentrasi 
etanol 40,01 1 40,01 11,46 0,0117 
 
X3-suhu 31,56 1 31,56 9,04 0,0198  
X1X2 20,03 1 20,03 5,74 0,0478  
X1X3 6,58 1 6,58 1,88 0,2122  
X2X3 4,58 1 4,58 1,31 0,2897  
X1² 11,85 1 11,85 3,39 0,1080  
X2² 22,18 1 22,18 6,35 0,0398  
X3² 8,85 1 8,85 2,54 0,1553  
R2    0,8821   
Adjusted R2    0,7305   
Residual 24,44 7 3,49    
Lack of Fit 5,12 3 1,71 0,3536 0,7903 not significant 
Pure Error 19,32 4 4,83    





Suhu ekstraksi merupakan salah satu faktor yang berkontribusi besar 
terhadap efisiensi ekstraksi dengan menggunakan MAE. Peningkatan suhu 
ekstraksi akan meningkatkan hasil ekstraksi, namun semakin tinggi suhu ekstraksi 
yang digunakan akan menyebabkan menurunnya konsentrasi senyawa bioaktif 
yang tidak tahan panas. Kenaikan suhu ekstraksi pada penelitian ini berpengaruh 
positif terhadap total fenol diduga karena peningkatan suhu ekstraksi (55-75oC) 
menyebabkan matriks sel terbuka sehingga meningkatkan nilai total fenol. 
Peningkatan suhu selama MAE meningkatkan nilai total fenol karena 
meningkatkan interaksi intermolekular diantara pelarut dan matriks, dan 
meningkatkan tekanan sel yang menyebabkan pecahnya sel (Dinardo et al., 
2018). Selain itu, penggunaan suhu ekstraksi mendekati titik didih pelarut dapat 
mempercepat interaksi intermolekular dan memfasilitasi pergerakan molekul 
sehingga meningkatkan kelarutan zat terlarut kedalam pelarut (Abad et al., 2020). 
Variabel waktu ekstraksi (X1), konsentrasi etanol (X2) dan suhu ekstraksi (X3) 
pada model kuadratik memberikan pengaruh signifikan terhadap respon total 
fenol. Hal tersebut ditunjukkan dengan nilai p-value model kuadratik kurang dari 
5% (p < 0,05) yaitu masing-masing sebesar 0,0187, 0,0117 dan 0,0198. Hal 
tersebut menunjukan bahwa waktu ekstraksi merupakan salah satu faktor penting 
dalam ekstraksi menggunakan MAE. Peningkatan waktu ekstraksi dari 5 menjadi 
15 menit meningkatkan nilai total fenol, sedangkan pada waktu ekstraksi 25 menit 
menyebabkan penurunan nilai total fenol. Hal ini disebabkan karena pada waktu 
ekstraksi 25 menit, semakin tinggi suhu ekstraksi yang digunakan menurunkan 
nilai total fenol. Nilai total fenol tertinggi terdapat pada waktu ekstaksi 15 menit. 
Semakin lama waktu ekstraksi yang digunakan akan meningkatkan nilai total fenol 
pada kulit jeruk. Semakin lama waktu sampel terkena energi gelombang mikro, 
semakin besar disrupsi dinding sel yang terjadi meyebabkan perpindahan massa 
dari bagian dalam sampel ke pelarut. Namun, semakin lama waktu ekstraksi dapat 
menyebabkan degradasi beberapa senyawa bioaktif karena terpapar suhu tinggi 
(Xiaokang et al., 2020). Semakin tinggi suhu ekstraksi yang digunakan (diatas 
100OC) beberapa senyawa yang bersifat termolabil seperti senyawa fenol akan 
terdegradasi (Moral et al., 2018). Senyawa total fenol yang diektraksi 
menggunakan MAE pada suhu 90oC dan konsentrasi etanol 50% mengalami 
penurunan karena degradasi panas dan oksidasi (Alias dan Abbas, 2017). Selain 





konsentrasi etanol 60% selama 30 menit menyebabkan senyawa hesperidin dan 
narirutin mengalami penurunan (Kim dan Lim, 2020). 
Kurva normal plot of residual dari model dapat digunakan untuk mengetahui 
model kuadratik dari respon total fenol tersebut signifikan. Apabila titik residual 
rata-rata berada di sepanjang garis tengah, maka dapat diasumsikan bahwa 
kenormalan model terpilih sudah tepat. Kurva normal plot of residuals dapat dilihat 













   
Pada Gambar 5.3 menunjukkan bahwa persebaran titik residual yang 
terbentuk tidak semuanya tepat pada garis normal, namun terlihat persebarannya 
masih di sepanjang garis merah. Data yang mendekati garis kenormalan 
menunjukkan data menyebar normal (Nurmiah et al., 2013). Berdasarkan 
penjelasan diatas, dapat disimpulkan bahwa data respon total fenol sudah 
memenuhi kenormalan model yang berarti hasil aktual akan mendekati hasil yang 
diprediksi oleh program Design Expert 12.0.0 (Trial version). 
 Hubungan antara faktor waktu ekstraksi dengan konsentrasi etanol, waktu 
ekstraksi dengan suhu ekstraksi, dan konsentrasi etanol dengan suhu ekstraksi 
pada respon total fenol dapat dilihat pada Gambar 5.4.   
 
  








































Berdasarkan hasil anova, hasil hubungan antara waktu ekstraksi dengan 
konsentrasi etanol (a) memiliki hasil yang signifikan. Pada grafik kontur plot (a), 
terdapat warna yang berbeda, dimana warna biru menunjukkan nilai total fenol 
terendah sedangkan warna merah menunjukkan nilai total fenol tertinggi. Hal 
tersebut menandakan bahwa semakin lama waktu ekstraksi yang digunakan maka 
semakin meningkatkan nilai total fenol. Peningkatan waktu ekstraksi (x) 
menunjukkan adanya perubahan warna dari biru menjadi oranye kemerahan pada 
Gambar 5.4 (a) waktu ekstraksi dengan konsentrasi etanol (b) waktu ekstraksi





waktu ekstraksi 5 menit hingga 25 menit. Perubahan warna tersebut menunjukkan 
adanya pengaruh faktor yang signifikan terhadap respon total fenol. Pada 
konsentrasi etanol (y) menunjukkan adanya perubahan warna dari biru menjadi 
hijau pada konsentrasi etanol 50% hingga 80%. Perubahan warna tersebut 
menunjukkan bahwa faktor konsentrasi etanol berpengaruh signifikan terhadap 
peningkatan kadar total fenol. Namun, pada konsentrasi etanol 80% menuju 90% 
terjadi perubahan warna dari hijau menuju biru yang menunjukan terjadinya 
penurunan kadar total fenol.  
Bentuk permukaan respon atau 3D dari hubungan interaksi antara waktu 
ekstraksi dengan konsentrasi etanol pada respon total fenol dapat dilihat pada 
Gambar 5.4 (a). Pada grafik tersebut terdapat tiga sumbu dimana sumbu x 
merupakan presentase waktu ekstraksi, sumbu y merupakan konsentrasi etanol 
dan sumbu z mewakili tinggi atau rendahnya nilai respon total fenol. Pada gambar 
tersebut terlihat bahwa terjadi peningkatan kurva dari kiri menuju ke kanan pada 
sumbu x (faktor waktu ekstraksi). Peningkatan konsentrasi etanol dari 50 menjadi 
70% dan peningkatan waktu ekstraksi akan meningkatkan nilai total fenol. Dari 
kurva diatas dapat dilihat titik optimum berada pada titik ditengah kurva ditandai 
dengan warna merah. Warna merah pada kurva menunjukkan nilai total fenol 
tertinggi yang tercapai ketika waktu ekstraksi 15 menit dengan menggunakan 
konsentrasi etanol 70%. Hal ini sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh 
Dinardo et al., (2018), dalam mengekstraksi buah plum kuning menggunakan MAE 
menghasilkan nilai total fenol tertinggi pada waktu ekstraksi 15 menit dan 
konsentrasi etanol 70%. Peningkatan waktu ekstraksi akan mengakibatkan difusi 








5.2.3 Model, Lack of Fit dan Anova Respon Aktivitas Antioksidan 
Berdasarkan beberapa kriteria yang ditetapkan didalam analisis permukaan 
respon diperoleh kesimpulan bahwa model yang disarankan untuk respon aktivitas 
antioksidan adalah model kuadratik. Ringkasannya disajikan pada Tabel 5.5 dan 
rincian perhitungannya disajikan pada Lampiran 9.5.  











Model 3145,18 9 349,46 10,60 0,0026  significant 
X1- waktu 
ekstraksi 0,3160 1 0,3160 0,0096 0,9248 
 
X2-konsentrasi 
etanol 643,33 1 643,33 19,51 0,0031 
 
X3-suhu 829,96 1 829,26 25,14 0,0015  
X1X2 18,66 1 18,66 0,5659 0,4764  
X1X3 50,48 1 50,48 1,53 0,2559  
X2X3 31,14 1 31,14 0,9441 0,3636  
X12 812,08 1 812,08 24,62 0,0016  
X22 393,33 1 393,33 11,93 0,0106  
X32 215,72 1 215,72 6,54 0,0377  
R2    0,9316   
Adjusted R2    0,8437   
Residual 230,86 7 32,98    
Lack of Fit 116,97 3 38,99 1,37 0,3725 not significant 
Pure Error 113,89 4 28,47    
Cor Total 3376,05 16     
Persamaan regresi untuk respon aktivitas antioksidan ditunjukkan sebagai 
berikut: 
Y1 = -542,77681 + 7,21157X1 - 4,100321 X2 + 11,83258X3 - 0,010800X1X2 –  
0,035525X1X3 - 0,013950X2X3 – 0,138877X12 – 0,024163X22 - 0,071578 X32 
Keterangan: Y1 = Respon Aktivitas Antioksidan, X1 = Waktu Ekstraksi, X2 = Konsentrasi 
Etanol, X3 = Suhu Ekstraksi 
Nilai positif pada persamaan regresi menggambarkan efek yang 
menguntungkan optimasi karena bersifat sinergis, sedangkan nilai negatif pada 
persamaan menunjukkan hubungan terbalik atau efek antagonis antara faktor dan 
respon (Woitiski et al., 2009). Pada persamaan diatas menunjukkan bahwa 2 
koefisien linear model (waktu ekstraksi dan suhu ekstraksi) memberikan efek 
positif. Efek yang paling besar terhadap peningkatan nilai aktivitas antioksidan 





Semakin tinggi suhu ekstraksi mempercepat interaksi antarmolekul dan 
memfasilitasi gerakan molekuler yang dapat meningkatkan kelarutan zat terlarut 
ke dalam larutan sehingga akan meningkatkan aktivitas antioksidan kulit jeruk. 
Namun, suhu ekstraksi yang terlalu tinggi dapat menurunkan konsentrasi senyawa 
bioaktif yang diekstraksi karena komponen senyawa bioaktif tersebut tidak tahan 
terhadap panas (Carrillo et al., 2019).  
Variabel konsentrasi etanol (X2) dan suhu ekstraksi (X3) pada model 
kuadratik memberikan pengaruh signifikan terhadap respon aktivitas antioksidan. 
Hal tersebut ditunjukkan dengan nilai p-value model kuadratik kurang dari 5% (p < 
0,05) yaitu masing-masing sebesar 0,0031 dan 0,0015. Sedangkan, variabel 
waktu ekstraksi pada model kuadratik tidak memberikan pengaruh signifikan (p > 
0,05) terhadap respon aktivitas antioksidan. Hal tersebut diduga waktu ekstraksi 
yang digunakan relatif singkat yaitu selama 5 menit menyebabkan senyawa 
bioaktif yang terdapat dalam kulit jeruk belum terekstraksi sepenuhnya dan pada 
lama waktu ekstraksi 25 menit menyebabkan penurunan hasil ekstraksi 
peningkatan pelarut matriks polimer yang menyebabkan peningkatan viskositas 
sehingga mengenkapsulasi senyawa yang diekstraksi (Weremfo et al., 2020).  
Kurva normal plot of residual dari model dapat digunakan untuk mengetahui 
model kuadratik dari respon aktivitas antioksidan tersebut signifikan. Apabila titik 
residual rata-rata berada di sepanjang garis tengah, maka dapat diasumsikan 
bahwa kenormalan model terpilih sudah tepat. Kurva normal plot of residuals dapat 






Pada Gambar 5.5 menunjukkan bahwa persebaran titik residual yang 
terbentuk berdekatan pada garis normal dan terlihat persebarannya masih di 
sepanjang garis merah. Data yang mendekati garis kenormalan menunjukkan data 
menyebar normal (Nurmiah et al., 2013). Berdasarkan penjelasan diatas, dapat 
disimpulkan bahwa data respon aktivitas antioksidan sudah memenuhi 
kenormalan model yang berarti hasil aktual akan mendekati hasil yang diprediksi 
oleh program Design Expert 12.0.0 (Trial version).  
Hubungan antara faktor waktu ekstraksi dengan konsentrasi etanol, waktu 
ekstraksi dengan suhu ekstraksi, dan konsentrasi etanol dengan suhu ekstraksi 
pada respon aktivitas antioksidan dapat dilihat pada Gambar 5.6. 
  
































Berdasarkan hasil anova, interaksi antara waktu ekstraksi dengan 
konsentrasi etanol (a), waktu ekstraksi dengan suhu ekstraksi (b), dan konsentrasi 
etanol dengan suhu ekstraksi (c) menghasilkan hasil yang tidak signifikan. Pada 
grafik kontur plot terdapat warna yang berbeda, dimana warna biru menunjukkan 
nilai aktivitas antioksidan terendah sedangkan warna oranye kemerahan 
menunjukkan nilai aktivitas antioksidan tertinggi. 
Gambar 5.6 (a) waktu ekstraksi dengan konsentrasi etanol (b) waktu ekstraksi





Bentuk permukaan respon atau 3D dari hubungan interaksi antara waktu 
ekstraksi dengan konsentrasi etanol pada respon aktivitas antioksidan dapat 
dilihat pada Gambar 5.6 (a) menunjukkan interaksi antara waktu ekstraksi dan 
konsentrasi etanol pada respon aktivitas antioksidan. Nilai aktivitas antioksidan 
tertinggi terdapat pada waktu ekstraksi 15 menit dan konsentrasi etanol 50%. 
Namun, nilai aktivitas antioksidan menurun pada saat waktu ekstraksi 15 menit 
dan konsentrasi etanol 90%. Hal ini dikarenakan semakin tinggi konsentrasi etanol 
yang digunakan akan menurunkan konstanta dielektrik dan meningkatkan faktor 
disipasi sehingga hasil ekstraksi menjadi lebih rendah (Moral et al., 2018). Gambar 
5.6 (c). Pada grafik tersebut terdapat tiga sumbu dimana sumbu x merupakan 
presentase konsentrasi etanol, sumbu y merupakan suhu ekstraksi dan sumbu z 
mewakili tinggi atau rendahnya nilai respon aktivitas antioksidan. Pada gambar 
tersebut terlihat bahwa model kurva sedikit cembung dan terjadi peningkatan kurva 
dari kiri menuju ke kanan sumbu y (faktor suhu ekstraksi). Aktivitas antioksidan 
tertinggi diperoleh pada suhu ekstraksi 75OC dan konsentrasi etanol 50%. 
Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Kaderides et al., (2019), konsentrasi 
etanol 50% lebih efisien dibandingkan dengan konsentrasi etanol 70%. Hal ini 
terkait dengan fakta bahwa baik konstanta dielektrik dan faktor kerugian (loss) 
dielektrik air lebih tinggi daripada etanol dan dibawah intensitas iradiasi daya 
output gelombang mikro yang sama, air dapat menyerap lebih banyak energi 
panas daripada etanol untuk mendorong komponen target berdifusi. Selain itu, 
tingkat penyerapan energi gelombang mikro meningkat dengan meningkatnya 
konstanta dielektrik. Penurunan konsentrasi etanol akan meningkatkan konstanta 
dielektrik karena kandungan air yang lebih tinggi meningkatkan penyerapan energi 
gelombang mikro lebih banyak sehingga meningkatkan suhu didalam sampel yang 
menyebabkan pecahnya sel (Carrillo et al., 2019). Selain itu, dapat disimpulkan 
bahwa konsentrasi etanol 50% memiliki polaritas yang paling serupa dengan 
antioksidan dalam sampel berdasarkan prinsip like dissolve like. Pelarut dengan 
konsentrasi etanol rendah memiliki sifat dielektrik yang berbeda pada energi 
gelombang mikro yang mempengaruhi distribusi panas dalam sampel sehingga 







5.2.4 Penentuan Titik Optimum Total Flavonoid, Fenol dan Aktivitas 
Antioksidan 
Penentuan titik optimum pada faktor lama ekstraksi, konsentrasi etanol dan 
suhu ekstraksi terhadap respon total flavonoid, total fenol dan aktivitas antioksidan 
ditentukan berdasarkan nilai variabel yang diinginkan. Tujuan dari optimasi adalah 
untuk memaksimumkan hasil yang diinginkan. Program software design expert 
akan merekomendasikan formulasi optimum dengan nilai desirability maksimum 
yang disarankan. Komponen-komponen yang dioptimasi antara lain: tujuan, batas 
bawah, batas atas dan tingkat kepentingan. Kriteria tahap pengolahan data untuk 
optimasi variabel dan respon yang diinginkan dapat dilihat pada Tabel 5.6.  
Tabel 5.6 Kriteria Variabel dan Respon yang Diinginkan 
 
Pada Tabel 5.6, kriteria variabel waktu ekstraksi, konsentrasi etanol, dan suhu 
ekstraksi yang dipilih yaitu dengan kisaran in range yaitu menggunakan rentang 
terendah maupun tertinggi yang sudah digunakan pada matriks desain percobaan 
awal dengan tingkat kepentingan 3 (+++). Sedangkan, ketiga variabel respon total 
flavonoid, total fenol, dan aktivitas antioksidan dioptimalkan dengan kriteria yang 
dipilih yaitu maximize karena masing-masing respon diharapkan memiliki nilai 
maksimum dengan tingkat kepentingan 3 (+++). Berdasarkan proses optimasi 
diatas, hasil optimasi yang diberikan program Design Expert diperoleh 18 solusi 
optimasi ekstraksi kulit jeruk. Hasil solusi titik optimum yang disarankan dapat 
dilihat pada Lampiran 9.6.  
Solusi formula optimum yang direkomendasikan untuk kondisi proses 
ekstraksi kulit jeruk adalah waktu ekstraksi 16,87 menit, konsentrasi etanol 50%, 
dan suhu ekstraksi 75OC karena pada formulasi ini memiliki nilai desirability yang 
tinggi sebesar 0,908. Formulasi ini dipilih berdasarkan nilai desirability yang 














In range 5 25 1 1 3 
Konsentrasi 
Etanol 
In range 50 90 1 1 3 
Suhu 
Ekstraksi 
In range 55 75 1 1 3 
Total 
Flavonoid 
Maximize 3,23 14,93 1 1 3 
Total Fenol Maximize 3,59 14,35 1 1 3 
Aktivitas 
Antioksidan 





terbaik. Hal ini sesuai dengan pernyataan Nurmiah et al., (2013), bahwa nilai 
desirability yang tinggi dapat digunakan untuk menentukan ketepatan hasil solusi 
maksimal. Nilai desirability yang mendekati satu maka semakin tinggi ketepatan 
optimasi. Nilai optimasi ini perlu dilakukan verifikasi untuk melihat apakah pada 
penerapannya akan mendapatkan hasil yang sama dengan perhitungan 
menggunakan software.  
 
5.2.5 Verifikasi Hasil Optimum Waktu Ekstraksi, Konsentrasi Etanol dan 
Suhu Ekstraksi terhadap Respon Total Flavonid, Total Fenol, dan 
Aktivitas Antioksidan 
Verifikasi merupakan tahapan optimasi yang bertujuan untuk menegaskan 
kondisi optimum antara faktor yaitu waktu ekstraksi, konsentrasi etanol, dan suhu 
ekstraksi. Verifikasi dilakukan pada model sesuai prediksi kondisi optimum. 
Perlakuan yang dipilih yaitu waktu ekstraksi 16,87 menit, konsentrasi etanol 50%, 
dan suhu ekstraksi 75oC. Percobaan dilakukan dengan tiga kali ulangan. Pada 
Tabel 5.7 didapatkan hasil verifikasi yang disarankan oleh Design Expert 12.0.0 
(Trial version).  
Tabel 5.7 Point Prediction Hasil Optimum Lama Waktu Ekstraksi, Konsentrasi 
Etanol dan Suhu Ekstraksi 
Factor Name Level Low  Level 
High 
 Level Std. Dev. Coding 
X1 waktu 16,87 5,00 25,00 0,0000 Actual 
X2 konsentrasi etanol 50,00 50,00 90,00 0,0000 Actual 
X3 suhu 75,00 55,00 75,00 0,0000 Actual 
 
Tabel 5.7 merupakan hasil optimum yang disarankan dari Design Expert 
12.0.0 (Trial version), kemudian dilakukan penelitian sesuai dengan solusi 
optimum yang disarakan oleh sofware untuk membuktikan apakah hasil verifikasi 
sudah sesuai dengan prediksi software. Hasil analisis verifikasi dapat dilihat pada 





Tabel 5.8 Point Prediction Hasil Optimum Respon Total Flavonoid, Total Fenol 
dan Aktivitas Antioksidan 
Keterangan: * Hasil prediksi Design Expert 12.0.0 
         ** Hasil verifikasi penelitian actual 
         NS: Not Significant  
 
Berdasarkan Tabel 5.8 dapat dilihat bahwa hasil rerata verifikasi kadar total 
flavonoid, total fenol dan aktivitas antioksidan secara berurutan adalah 14,10 mg 
QE/g bahan, 14,11 mg GAE/g bahan, 51,52%. Sementara titik target yang 
disarankan untuk total flavonoid, total fenol dan aktivitas antioksidan secara 
berurutan adalah 14,09 mg QE/g bahan, 13,42 mg GAE/g bahan dan 57,56%. 
Hasil verifikasi dan prediksi dilakukan uji T (Lampiran 10) dengan minitab 19 untuk 
menentukan kesesuaian hasil prediksi. Nilai p pada ketiga respon lebih dari 0,05 
(p > 0,05) dimana artinya nilai prediksi dan nilai penelitian tidak berbeda nyata (not 
significant). Hal ini mengindikasikan bahwa model sudah sesuai dan solusi 
variabel bebas yang diberikan program dapat diterima. 
 
5.2.6 Identifikasi Flavonoid Ekstrak Kulit Jeruk  
Ekstrak kulit jeruk diuji LC-MS untuk mengidentifikasi senyawa flavonoid 
secara kualitatif dengan metode ionisasi negatif. Hasil pengujian menggunakan 
Liquid Chromatography-Mass Spectrometric (LC-MS) menunjukkan terdapat 
senyawa flavonoid sebagai target yaitu naringin, narirutin, hesperidin, 
neohesperidin dan nobiletin. Hasil kromatogram dari pengujian menggunakan LC-
MS dapat dilihat pada Gambar 5.7. 
 Variabel Bebas 
 
Respon 















Prediksi* 17 50 75 14,09 13,42 57,56 
Verifikasi** 17 50 75 14,10  14,11 51,52 
Hasil Uji T 
(P value) 










Berdasarkan Gambar 5.7 menunjukkan hasil kromatogram LC-MS senyawa 
flavonoid pada ekstrak kulit jeruk dimana terdapat 3 peak yang muncul. Peak yang 
muncul pada menit ke-1,64, 1,67 dan 4,71. Berdasarkan 3 peak yang muncul 
maka diidentifikasi nilai rasio massa terhadap muatan (mass-to-charge ratio, m/z) 
masing-masing golongan senyawa flavonoid dengan nilai m/z 271 dan berat 
molekul 579 diduga sebagai senyawa naringin dan narirutin hal ini dikarenakan 
senyawa naringin dan narirutin memiliki berat molekul yang sama, nilai m/z 301 
dan berat molekul 609 diduga sebagai senyawa hesperidin dan neohesperidin hal 
ini dikarenakan senyawa hesperidin dan neohesperidin memiliki berat molekul 
yang sama, nilai m/z 313 dan berat molekul 401 diduga sebagai senyawa nobiletin. 
Hasil kromatogram masing-masing senyawa ditunjukkan pada Tabel 5.9 dan 
Lampiran 11.  





m/z [M-H]- Luas area 
Narirutin  3,69 270.50 - 271.50 579 5728 
Naringin 1,67 270.50 - 271.50 579 30909 
Hesperidin 3,68 300.50 - 301.50 609 147824 
Neohesperidin 1,64 300.50 - 301.50 609 719885 
Nobiletin  4,71 312.50 - 313.50 401 4766 
 
Pada Tabel 5.9 menunjukkan waktu retensi, nilai m/z, [M-H]- dan luas area 
dari masing-masing prediksi senyawa yang terdapat pada ekstrak kulit jeruk. 
Senyawa flavonoid narirutin dan naringin dengan nilai m/z 271 dengan waktu 
retensi yang muncul pada menit ke 1,67 dan 3,69. Senyawa yang teridentifikasi 
diduga hesperidin dan neohesperidin dengan nilai m/z 301 dengan waktu retensi 
yang muncul pada menit ke 1,64 dan 3,68. Senyawa yang teridentifikasi diduga 





adalah nobiletin dengan nilai m/z 313 dengan waktu retensi yang muncul pada 
menit 4,18. Hal ini serupa dengan penelitian yang dilakukan Li et al., (2004), pada 
Bulpleurum falcatum L. dan Fractus aurantii pada mode ion negative [M-H]- 
menghasilkan sensitivitas terbaik pada 579/271, 609/301 dan 609/301 masing-
masing untuk naringin, hesperidin dan neohesperidin.  
Luas area dari senyawa diduga narirutin dan naringin memiliki luas area 
masing-masing sebesar 5728 area/mg dan 30909 area/mg, senyawa diduga 
hesperidin dan neohesperidin memiliki luas area masing-masing sebesar 147824 
area/mg dan 719885 area/mg, dan senyawa diduga nobiletin memiliki luas area 
sebesar 4766 area/mg. senyawa neohesperidin memiliki luas area yang lebih 
tinggi dibandingkan senyawa flavonoid lainnya. Hal ini sesuai dengan penelitian 
yang dilakukan oleh M’hiri et al., (2016), yaitu ekstraksi kulit jeruk (Citrus sinensis) 
dengan menggunakan MAE dan konsentrasi etanol 80% menghasilkan jumlah 
senyawa neohesperidin lebih tinggi dibandingkan dengan senyawa flavonoid 
lainnya seperti, hesperidin, naringin, nobiletin dan narirutin. Nilai masing-masing 
senyawa flavonoid kulit jeruk dapat dilihat pada Tabel 5.10.  
Tabel 5.10 Senyawa flavonoid kulit jeruk hasil penelitian M’hiri et al., 2016.  







Dari tabel tersebut diketahui bahwa senyawa neohesperidin memiliki nilai 
total flavonoid lebih tinggi dibandingkan senyawa hesperidin. Hesperidin 
merupakan produk alami yang ditemukan pada jeruk. Hesperidin merupakan 
flavanon glikosida, yang berasal dari flavonoid (Hajialyani et al., 2019). Hesperidin 
diketahui bersifat sebagai antioksidan. Hesperidin diketahui menghambat 
pembentukan radikal bebas dan aksi hesperidin menghambat radikal bebas 
induksi DMBA/TPA kemudian dapat mengurangi efek mutagenik sehingga dapat 
menurunkan insiden tumor. Peroksidasi lemak diketahui dapat menginduksi 
berbagai jenis kerusakan DNA yang menyebabkan mutagenesis dan 
pembentukan neoplastik. Penurunan nilai peroksidasi lemak dan meningkatnnya 





inflamasi yang disebebkan oleh induksi DMBA/TPA, yang mana terlibat secara 
langsung pada proses karsinogenesis dan dengan demikian mengurangi insiden 
tumor (Vabeiryureilai et al., 2019). 
 
5.3 Penelitian Tahap 2. Pengujian Ekstrak Kulit Jeruk pada Hewan Coba 
Ekstrak pekat kulit jeruk untuk pengujian secara in vivo terhadap mencit yang 
diinduksi dietilnitrosamin merupakan ekstrak kulit jeruk dari hasil optimasi tahap I 
yang selanjutnya dipekatkan untuk menguapkan pelarut dengan menggunakan 
rotary evaporator. Hasil analisa total flavonoid, total fenol dan aktivitas antioksidan 
dari ekstrak kulit jeruk dan ekstrak pekat kulit jeruk disajikan pada Tabel 5.11.  
Tabel 5.11 Hasil Analisa Total Flavonoid, Total Fenol dan Aktivitas Antioksidan 
pada Ekstrak Kulit Jeruk 
Sampel 
Respon 
Total Flavonoid  Total Fenol Aktivitas 
Antioksidan 
Ekstrak kulit jeruk 14,10	± 0,70 mg QE/g 
bahan 
14,11 ± 0,33 mg 
GAE/g bahan 
51,52 ± 0,03 % 
(40 ppm) 
Ekstrak pekat kulit 
jeruk* 
22,48 ± 0,65 mg QE/g 
bahan 
34,44 ±0,74 mg GAE/g 
bahan 
55,54 ± 0,03 % 
(80 ppm) 
Ekstrak pekat kulit 
jeruk ** 
2,48 mg QE/ml 3,44 mg GAE/ml 
Keterangan: 
 * : Ekstrak pekat kulit jeruk dalam satuan mg/g 
**: Ekstrak pekat kulit jeruk dalam satuan mg/ml 
 
Tabel 5.11 menunjukkan bahwa ekstrak pekat kulit jeruk memiliki nilai total 
flavonoid, fenol dan aktivitas antioksidan lebih tinggi dibandingkan dengan ekstrak 
kulit jeruk. Nilai total flavonoid, fenol dan aktivitas antioksidan pada ekstrak pekat 
kulit jeruk masing-masing sebesar 22,48 mg QE/g bahan, total fenol sebesar 34,44 
mg GAE/g bahan dan aktivitas antioksidan sebesar 55,54%. Nilai total aktivitas 
antioksidan yang diperoleh pada penelitian ini tidak berbeda jauh dengan 
penelitian yang dilakukan oleh Safdar et al., (2017), nilai aktivitas antioksidan 
ekstrak kulit jeruk (Citrus reticulata L.) sebesar 56,52% yang diekstraksi dengan 
menggunakan pelarut etanol 50% dan ekstrak yang diperoleh dilakukan evaporasi 
menggunakan rotary evaporator dalam kondisi vakum pada suhu 45OC.  
Nilai total flavonoid dan fenol pada ekstrak pekat kulit jeruk yang diberikan 
pada mencit dengan dosis 5 dan 10 ml/kg/BB/hari masing-masing sebesar 
sebesar 0,372 mg QE/ml; 0,744 mg QE/ml dan 0,516 mg GAE/ml; 1,032 mg 





yang diberikan pada mencit kecil. Sehingga, hasil ekstrak dengan rotary 
evaporator perlu dilakukan pengeringan beku untuk meningkatkan nilai total 
flavonoid dan fenol.   
 
5.3.1 Populasi Sel CD4+TNF-$+ pada Limfa 
Tumor necrosis factor alpha (TNF-%) merupakan sitokin proinflamasi yang 
disekresikan terutama oleh makrofag dan berperan dalam terjadinya inflamasi 
pada kanker. Sitokin TNF-% menginduksi ekspresi molekul adhesi dan 
memfasilitasi invasi sel tumor (Jing et al., 2018). Hasil pengujian terlihat bahwa 
terdapat peningkatan ekspresi CD4+TNF-% pada seluruh kelompok perlakuan. 
Jumlah presentase relatif CD4+TNF-% masing-masing kelompok perlakuan dapat 
dilihat pada Gambar 5.8.  
           
           
           
           
           
           































Kulit Jeruk Dosis 5 ml/kgBB/hari 
0,67% 
CD4 






Rerata jumlah presentase relatif sel T CD4+TNF-%+ masing-masing 
kelompok perlakuan dapat dilihat pada Gambar 5.9  
Berdasarkan Gambar 5.9 menunjukkan bahwa terdapat perbedaan rerata 
jumlah relatif CD4+TNF-% dari masing-masing kelompok perlakuan. Rerata jumlah 
relatif  CD4+TNF-% lebih tinggi ditunjukkan pada kelompok perlakuan ekstrak kulit 
jeruk dosis 10 ml/kg/BB/hari sedangkan rerata jumlah relatif CD4+TNF-% lebih 
rendah ditunjukkan pada kelompok silymarin. Hasil uji statistika (P value < 0,05) 
menunjukkan jumlah relatif CD4+TNF-% pada kelompok perlakuan ekstrak kulit 
jeruk dosis 10 ml/kg/BB/hari berbeda nyata dengan kontrol positif.  
Jumlah rerata relatif CD4+TNF-% pada kelompok perlakuan ekstrak kulit jeruk 
dosis 5 dan 10 ml/kg/BB/hari diharapkan lebih rendah daripada kontrol positif. 
Namun, hasil penelitian ini menunjukkan bahwa jumlah relatif CD4+TNF-% pada 
kelompok perlakuan ekstrak kulit jeruk dosis dosis 5 dan 10 ml/kg BB/hari lebih 
tinggi daripada kontrol positif. Hal ini diduga karena ekstrak yang diberikan ke 
mencit berupa ekstrak pekat tanpa perlakuan pengeringan beku sehingga dosis 
ekstrak yang diberikan ke mencit belum optimal sehingga tidak dapat menurunkan 
jumlah relatif sitokin TNF-% yang disekresikan oleh sel T CD4+. Hal ini berlawanan 
dengan penelitian yang dilakukan oleh oleh Lee et al., (2011), pada mencit yang 
diinduksi dengan kultur sel kanker ginjal dan dilakukan pemberian ekstrak kulit 
jeruk dalam bentuk ekstrak konsentrat yang sudah di rotary evaporator dan 















































kemudian di pengeringan beku dan diberikan secara oral pada dosis 3 dan 30 
mg/kg/mencit menyebabkan penurunan nilai sitokin TNF-α mendekati kelompok 
normal dan pada penelitian yang dilakukan oleh Choi et al., (2019), terhadap 
mencit yang diinduksi sel kanker kulit B16F10 dan diberikan ekstrak etanol kulit 
jeruk yang sudah di liofilisasi, hasilnya menunjukan bahwa pemberian ekstrak 
etanol kulit jeruk pada dosis 100 mg/kg/hari dan 200 mg/kg/hari mampu 
menurunkan sitokin TNF-α. Selain itu, pada penelitian yang dilakukan oleh 
Hajghorbani et al., (2019), pada mencit perlakuan tumor usus dan diberikan 
ekstrak kulit jeruk secara oral dengan dosis 350 mg/kg BB/hari menyebabkan 
penurunan nilai sitokin TNF-α dibandingkan dengan kontrol positif. Hasil ini 
menunjukkan bahwa ekstrak kulit jeruk bersifat sebagai anti-inflamasi pada dose 
dependent manner melalui penghambatan marker proinflamasi. 
Jumlah relatif sitokin TNF-α pada kontrol positif atau kelompok perlakuan 
mencit yang diinduksi dietilnitrosamin secara intraperitonial lebih tinggi 
dibandingkan kontrol negatif diduga karena dietilnitrosamin merupakan senyawa 
karsinogen yang menstimulasi terbentuknya reactive oxygen spesies (ROS). 
Peningkatan jumlah ROS akan menyebabkan kerusakan jaringan secara sistemik 
dan terbentuknya inflamasi kronis yang ditandai dengan adanya peningkatan nilai 
sitokin TNF-α sebagai petanda terhadap respon inflamasi (Shang et al., 2018). 
  
5.3.2 Populasi Sel CD8+IL-6+ pada Limfa 
Inflamasi merupakan respon pertama terhadap infeksi atau iritasi. Sitokin 
diperlukan pada awal reaksi inflamasi dan untuk mempertahankan respon 
inflamasi kronis. Makrofag memproduksi berbagai sitokin, salah satunya IL-6. IL-6 
merupakan salah satu jenis sitokin proinflamasi (Baratawidjaja dan Rengganis, 
2018). Kadar IL-6 meningkat dengan cepat karena adanya infeksi maupun 
inflamasi. Jumlah presentase relatif CD8+IL6+  masing-masing kelompok perlakuan 






Rerata jumlah presentase relatif sel T CD8+IL6+  masing-masing kelompok 













Kulit Jeruk Dosis10 ml/kgBB/hari 
 
1,18% 
Kulit Jeruk Dosis 5 ml/kg/BB/hari 
1,58% 
Gambar 5.10 Hasil Analisa Flowcytometri CD8+IL6+  (%) pada Limfa 
Gambar 5.11 Rerata Jumlah CD8+IL-6+ 










































 Berdasarkan Gambar 5.11 menunjukkan bahwa terdapat perbedaan rerata 
jumlah relatif CD8+IL-6+ dari masing-masing kelompok perlakuan. Rerata jumlah 
relatif CD8+IL-6+ lebih tinggi ditunjukkan pada kontrol positif sedangkan rerata 
jumlah relatif CD8+IL-6+ lebih rendah ditunjukkan pada kontrol negatif. Hasil uji 
statistika (P value < 0,05) menunjukkan jumlah relatif CD8+IL-6+ pada kelompok 
perlakuan ekstrak kulit jeruk dosis 5 dan 10 ml/kg/BB/hari tidak berbeda nyata 
dengan kontrol positif.  
Jumlah rerata relatif CD8+IL-6+ pada kelompok perlakuan ekstrak kulit jeruk 
dosis 5 dan 10 ml/kg/BB/hari lebih rendah daripada kontrol positif. Hal tersebut 
diduga disebabkan oleh kandungan senyawa bioaktif yang terdapat pada kulit 
jeruk yaitu flavonoid mampu menekan pelepasan sitokin proinflamasi IL-6. Kulit 
jeruk merupakan salah satu sumber penting senyawa fenolik dan flavonoid. 
Hesperidin dan naringin merupakan senyawa flavonoid utama dan paling efektif 
dalam kulit jeruk karena memiliki aktivitas penghambatan sel kanker tertinggi 
(Amutha et al., 2018). Hal ini sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh 
Camargo et al., (2012), pada tikus jantan yang diinduksi dengan kultur sel W256 
dan diberikan naringin dengan dosis 25 mg/kg BB menyebabkan penurunan nilai 
sitokin IL-6 mendekati kelompok kontrol. Hasil ini mengindikasikan bahwa naringin 
bertindak dijalur persinyalan dengan menghambat pelepasan sitokin ini. Pada 
penelitian yang dilakukan oleh Rehman et al., (2013), terhadap tikus yang diinduksi 
dengan DEN + Fe-NTA untuk membuat kanker ginjal serta diberikan krisin yang 
merupakan salah satu jenis flavonoid dari golongan flavon secara oral hasilnya 
menunjukkan bahwa nilai sitokin proinflamasi IL-6 pada kelompok perlakuan krisin 
dosis I dan II lebih rendah dibandingkan dengan kelompok DEN + Fe-NTA. Krisin 
berpotensi menghambat aktivasi NF-"B. NF-"B memiliki fungsi regulasi dari 
respon imun, inflamasi dan meregulasi ekspresi gen yang terlibat dalam 
pembentukan kanker seperti proliferasi dan apoptosis. Ketika NF-"B dihambat 
maka NF-"B tersebut tidak dapat melakukan fungsinya sehingga dapat 
mengontrol perkembangan karsinogenesis. Selain itu, pada penelitian yang 
dilakukan oleh Arivazhagan dan Subramanian, (2015), pada kelompok tikus yang 
diinduksi dengan DMBA dan diberi tangeretin hasilnya menunjukkan jumlah sitokin 
proinflamasi IL-6 pada kelompok tersebut mengalami penurunan dibandingkan 





Hati merupakan organ terbesar di dalam tubuh manusia, berperan penting 
dalam metabolisme dan memiliki beberapa fungsi seperti penyimpanan glikogen, 
sintesis protein plasma dan detoksifikasi obat. Hati memiliki dua sumber suplai 
darah yaitu dari saluran cerna dan limfa melalui vena porta dari aorta melalui arteri 
hepatika. Dietilnitrosamin (DEN) dimetabolisme oleh enzim sitokrom P450 
(CYP2E1) di hati dan hasil metabolisme DEN menyebabkan kerusakan DNA serta 
inflamasi. Inflamasi yang terjadi pada hati menyebabkan makrofag teraktivasi dan 
melepaskan Damage-Associated Molecular Pattern (DAMPs) untuk menghasilkan 
sitokin pro-inflamasi IL-6 dan menyebabkan proliferasi sel (Liang et al., 2019). 
Sehingga terjadinya peningkatan jumlah sitokin IL-6 pada kelompok mencit induksi 
dietilnitrosamin mengindikasikan terjadinya inflamasi kronis pada hati. 
Sel T CD8+ merupakan subpopulasi dari sel T yang merupakan bagian dari 
mediator imun adaptif serta kompleks histokompatibilitas mayor (MHC-1) 
restricted terdiri atas sel T sitoksik yang berperan untuk membunuh sel kanker 
atau sel terinfeksi virus (Baratawidjaja dan Rengganis, 2018). 
Hepatokarsinogenesis pada mencit yang diinduksi DEN menyebabkan jumlah sel 
T CD8+ lebih besar dibandingkan kelompok perlakuan lainnya. Limfosit T sitoksik 
CD8+ membunuh sel targetnya dengan kontak langsung dan dengan lysing melalui 
perofin, granenzim A dan granenzim B melalui resepor permukaan Fas dan 
ligannya (Ringelhan et al., 2018).  
Makrofag adalah monosit yang keluar dari pembuluh darah menuju jaringan. 
Makrofag memiliki bentuk khusus yang tergantung dari alat/jaringan yang 
ditempati dan dinamakan sesuai dengan lokasi jaringan, seperti yang ada di dalam 
hati dinamakan sel kuppfer. Sel kuppfer di dalam hati adalah makrofag penghuni 
jaringan terbesar dan sebagian besar berkontribusi pada reaksi inflamasi di hati. 
Fungsi imun adaptif dari sel kuppfer tidak hanya dalam respon tubuh pada 
kerusakan hati tapi juga pada respon tolerogenic terhadap antigen dihati (Ju dan 
Mandrekar, 2015).   
Berdasarkan fenotipenya makrofag diklasifikasikan menjadi makrofag M1 
dan M2. Makrofag M1 disebut sebagai proinflamasi dan M2 disebut sebagai 
immunoregulator. Makrofag M1 memiliki kemampuan membunuh bakteri, antivirus 
dan melepaskan sitokin proinflamasi seperti, TNF, IL-1&, IL-6, IL-12, dan reaktif 





terhadap infeksi parasit dan terlibat dalam sekresi modulator imun seperti IL-10, 
IL-4, IL-13 (Tacke dan Zimmermann, 2014). 
 
5.3.3. Populasi Sel CD4+IL-10+ pada Limfa 
Sitokin interleukin 10 (IL-10) merupakan sitokin anti-inflamasi yang berperan 
dalam mencegah inflamasi. IL-10 diproduksi oleh berbagai jenis sel, termasuk sel 
T CD8+ dan CD4+ (contohnya sel T-helper 2 (Th2), sel T regulator), sel B, eosinofil, 
sel mast, sel Natural Killer (NK) dan monosit. IL-10 merupakan sitokin yang 
berperan dalam respon imun bawaan. Makrofag menghasilkan IL-10 sebagai 
respon terhadap inflamasi atau infeksi, termasuk lipopolisakarida, TNF-α dan 
katekolamin (Standiford dan Deng, 2006). Jumlah presentase relatif CD4+IL-10+ 












Kulit Jeruk Dosis 5 ml/kg/BB/hari 
0,61% 
Kulit Jeruk Dosis 10 ml/kg/BB/hari 
 
0,57% 





Rerata jumlah presentase relatif sel T CD4+IL-10+ masing-masing kelompok 
perlakuan  dapat dilihat pada Gambar 5.13.     
 
Berdasarkan Gambar 5.13 menunjukkan bahwa terdapat perbedaan rerata 
jumlah relatif CD4+IL-10+ dari masing-masing kelompok perlakuan. Rerata jumlah 
relatif CD4+IL-10+ lebih tinggi ditunjukkan pada kelompok perlakuan ekstrak kulit 
jeruk 5 ml/kg/BB/hari sedangkan rerata jumlah relatif CD4+IL-10+ lebih rendah 
ditunjukkan pada kontrol negatif. Hasil uji statistika (P value < 0,05) menunjukkan 
jumlah relatif CD4+IL-10+ pada kelompok perlakuan ekstrak kulit jeruk dosis 5 dan 
10 ml/kg BB berbeda nyata dengan kontrol positif. 
Jumlah rerata relatif CD4+IL-10+ pada kelompok perlakuan ekstrak kulit jeruk 
dosis 5 dan 10 ml/kg/BB/hari lebih tinggi daripada kontrol positif. Hal ini diduga 
karena adanya senyawa bioaktif seperti flavonoid yang terkandung dalam ekstrak 
kulit jeruk berpotensi sebagai hepatoprotektif dan imunosupresi. Hal ini sesuai 
dengan penelitian yang dilakukan oleh Pantsulaia et al., (2014), bahwa kadar IL-
10 mengalami peningkatan pada mencit yang diinjeksi dengan Concanavalin A 
dan diberikan perlakuan ekstrak kulit jeruk. Ekstrak kulit jeruk meningkatkan kadar 
IL-10 dan menunjukkan efek hepatoprotektif dengan menghambat produksi sitokin 





Gambar 5.13 Rerata Jumlah CD4+IL-10+ 








































Jumlah sitokin IL-10 yang lebih tinggi mampu menurunkan jumlah sitokin 
proinflamasi. Aktivitas IL-10 menurunkan produksi TNF-α dan berpengaruh 
terhadap sel B untuk pembentukan antibodi. Peningkatan IL-10 pada ekstrak kulit 
jeruk diduga sebagai bentuk respon pertahanan. Ekstrak atau senyawa kimia yang 
dapat meningkatkan interleukin anti-inflamasi seperti IL-10 dapat membantu 
menurunkan stress oksidatif dan juga memiliki aktivitas antitumor (Fakeye et al., 
2008). 
Peningkatan jumlah sel CD4+ pada perlakuan ekstrak kulit jeruk 
mengaktivasi beberapa sitokin yang mampu memfasilitasi perkembangan dan 
pematangan sel T CD8+. Sitokin tersebut antara lain IL-1, IL-2 dan IFN-'. 
Peningkatan sel T CD4+ berpengaruh terhadap aktivasi sel T CD8+. Sel T CD8+ 
bersifat sitoksik dan berperan sebagai eksekutor dalam mengeksekusi sel yang 
terinfeksi. Respon CD8+ akan semakin aktif dan optimal fungsinya dengan adanya 
sitokin yang dilepaskan oleh sel T CD4+ (Dewi dan Widyarti, 2013).  
Tangeretin merupakan salah satu kelompok polimetoksiflavon dari kulit jeruk 
yang diketahui memiliki sifat anti-inflamasi. Tangeretin yang terdapat pada kulit 
jeruk memiliki efek sinergis karena dapat meningkatkan kadar sitokin anti-inflamasi 
IL-10 dan menghambat protein proapoptosis Bax dan meningkatkan anti-
apoptosis Bcl-2 yang mengindikasikan berkurangnya apoptosis dihati (Omar et al., 
2016). 
Jumlah rerata relatif CD4+IL-10+ pada kelompok silymarin sebagai kelompok 
kontrol pembanding lebih rendah dibandingkan dengan kontrol positif. Hal ini 
diduga karena silymarin bersifat sebagai imunosupresi pada sitokin IL-10. Hal ini 
sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh Wu et al., (2016), bahwa silymarin 
(25 dan 50 mg/kg) menurunkan kadar IL-10 pada mencit yang diberi perlakuan 
kanker paru-paru dengan menggunakan sel Mouse Lewis Lung Cancer (LLC). 
Silymarin meningkatkan fungsi sel T CD8+ yang bertanggung jawab untuk 
memusnahkan sel yang terinfeksi dan berkontribusi pada supresi tumor. Selain itu, 
pada penelitian yang dilakukan oleh Wang et al., (2018), terhadap pengaruh 
pemberian silymarin dengan menggunakan tiga dosis yang berbeda (dosis rendah 
50mg/kg, dosis sedang 100 mg/kg dan dosis tinggi 200 mg/kg) pada tikus yang 
induksi triptolide (TP) menunjukkan bahwa terjadi penurunan kadar sitokin IL-10 
pada ketiga dosis perlakuan silymarin dan menurunkan infiltrasi inflamasi pada 





TP. Silymarin yang digunakan terdiri dari 30% silibinin, isosilibinin, silychristin dan 
silydianin. 
Jumlah relatif CD4+IL-10+ pada kontrol positif lebih tinggi dibandingkan 
dengan kontrol negatif. Hal ini sejalan dengan penelitian yang dilakukan oleh El-
Emshaty et al., (2015), menunjukkan bahwa jumlah IL-10 pada penderita kanker 
hati lebih tinggi dari keadaan normal. Kadar sitokin IL-10 yang tinggi pada pasien 
kanker hati dihasilkan dari sekresi IL-10 oleh sel tumor. Jumlah sitokin IL-10 yang 
tinggi menyebabkan kadar sel T regulator pada pasien kanker meningkat. 
Peningkatan jumlah sel T regulator yang menginfiltrasi jaringan kanker hati 
menyebabkan lingkungan tumor yang imunosupresif. Efek imunosupresif dari IL-






5.3.4 Histopatologi Hati Mencit 
Pemberian ekstrak pekat kulit jeruk memberikan pengaruh yang berbeda 
pada jaringan hati mencit yang diinduksi dietilnitrosamin. Hasil pengamatan 
histopatologi organ hati pada kelompok kontrol negatif, positif, silymarin, ekstrak 





























Keterangan: (A) Kontrol negatif, (B) Kontrol Positif, (C) Silymarin, (D) Ekstrak kulit jeruk dosis 5 
ml/kg/BB/hari, (E) Ekstrak kulit jeruk dosis 10 ml/kg/BB/hari 
  
 Berdasarkan Gambar 5.14 diketahui bahwa pada kontrol negatif (A) 
menunjukkan bahwa pada histologi hati normal, inti sel terlihat jelas. Pada kontrol 
positif (B) perlakuan mencit induksi dietilnitrosamin menunjukkan nekrosis dan sel-
sel radang. Pada kelompok silymarin (C) sebagai pembanding tidak ditemukan 
perubahan. Pada kelompok ekstrak kulit jeruk dosis 5 ml/kg/BB/hari (D) 
menunjukkan terjadinya nekrosis. Pada kelompok ekstrak kulit jeruk dosis 10 
Gambar 5.14 Histologi organ hati mencit perbesaran 40x. 






















ml/kg/BB/hari (E) menunjukkan terjadinya nekrosis dan memperlihatkan 
regenerasi sel-sel hati yang ditandai dengan inti besar. 
 
5.4 Kelebihan dan Kekurangan Penelitian 
5.4.1 Kelebihan 
Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, penelitian ini memiliki 
beberapa kelebihan antara lain: 
1. Penelitian ini dilakukan dengan menggunakan bahan baku jeruk Batu 55 
yang banyak dibudidayakan di kota Malang.   
2. Pada penelitian ini dilakukan optimasi ekstraksi dengan menggunakan 
Microwave Assisted Extraction dengan Box Behnken Design. 
3. Pada penelitian ini dilakukan dengan induksi tunggal kanker hati 
menggunakan senyawa kimia karsinogen dietilnitrosamin.  
4. Analisa tahap kedua yang dilakukan pada penelitian ini dengan 
menggunakan parameter imun untuk mengetahui jumlah relatif sel CD4+ 
TNF-%+, CD8+IL-6+ dan CD4+IL-10+ pada mencit model kanker hati yang 
diinduksi dietilnitrosamin.  
 
5.4.2 Kekurangan  
1. Pada penelitian ini ekstrak kulit jeruk yang diberikan ke mencit dalam 
bentuk ekstrak pekat hasil rotary evaporator tanpa dilakukan freeze drying 
sehingga penentuan dosis yang diberikan ke mencit menyesuaikan dengan 
volume maksimal lambung mencit dan karena hal tersebut maka hanya 
bisa menggunakan dua variasi dosis. 
2. Pada penelitian tahap kedua parameter pengamatan yang digunakan 
hanya parameter imun dan tidak dilakukan analisa parameter biokimia 
seperti AST dan ALT untuk mengetahui pengaruh dietilnitrosamin terhadap 
fungsi hati, sehingga belum diketahui pada tahapan mana kanker hati 







BAB VI KESIMPULAN DAN SARAN 
6.1 Kesimpulan 
Berdasarkan hasil penelitian dan analisis data dapat diambil kesimpulan 
bahwa:  
1. Kondisi optimum ekstraksi MAE kulit jeruk adalah waktu ekstraksi 17 menit, 
kosentrasi etanol 50% dan suhu ekstraksi 75OC. 
2. Kadar total flavonoid, total fenol dan aktivitas antioksidan yang dihasilkan 
dari ekstraksi MAE kulit jeruk masing-masing sebesar 14,10 mg QE/g, 
14,11 mg GAE/g, 51,52%. 
3. Jumlah rerata sel T CD4+ TNF-	%+ pada kelompok perlakuan ekstrak kulit 
jeruk dosis 5 dan 10 ml/kg/BB/hari lebih tinggi daripada kontrol positif 
(p<0,05). Jumlah rerata sel T CD8+IL-6+ pada kelompok perlakuan ekstrak 
kulit jeruk dosis 5 dan 10 ml/kg/BB/hari lebih rendah daripada kontrol positif 
(p>0,05). Sedangkan, jumlah rerata sel T CD4+ IL-10+ pada kelompok 
perlakuan ekstrak kulit jeruk dosis 5 dan 10 ml/kg/BB/hari lebih tinggi 
daripada kontrol positif (p<0,05). Pengamatan histopatologi menunjukkan 




 Berdasarkan hasil penelitian, pemberian ekstrak kulit jeruk pada mencit yang 
diinduksi dietilnitrosamin menunjukkan hasil yang belum memuaskan, penulis 
mengemukakan beberapa saran untuk penelitian kedepannya sebagai berikut: 
1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk mengidentifikasi senyawa 
flavonoid pada kulit jeruk. 
2. Perlu dilakukan pengeringan dengan metode freeze drying pada ekstrak 
pekat hasil rotary evaporator untuk memperoleh kadar total flavonoid dan 
fenol yang lebih tinggi.  
3. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut dengan menggunakan variasi dosis 
ekstrak kering kulit jeruk yang lebih banyak untuk mengetahui pengaruh 
variasi dosis terhadap sitokin proinflamasi dan anti-inflamasi  
4. Perlu dilakukan analisis parameter kadar AST (aspartate transferase), ALT 
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Langkah pertama yang dilakukan adalah membuat kurva standar kuersetin. 
Prosedur pembuatan kurva standar kuersetin adalah: 
1. Dibuat larutan standar kuersetin stok 1000 ppm (0,05 g dalam 100 ml 
etanol 90%) 
2. Diencerkan dan diperoleh larutan kuersetin 0, 200, 280, 360, 440 dan 520 
ppm (0 ppm digunakan sebagai blanko) 
3. Diambil 1 ml tiap konsentrasi larutan kuersetin, dimasukkan kedalam 
tabung reaksi 
4. Ditambahkan 4 ml aquades dan 0,3 ml larutan NaNO2 5% lalu divortex dan 
diinkubasi selama 5 menit 
5. Ditambahkan 0,3 ml larutan AlCl3 10% lalu divortex dan diinkubasi selama 
6 menit 
6. Ditambahkan 2 ml NaOH 1M dan 2,4 ml aquades lalu divortex 
7. Diukur absorbansi menggunakan spektrofotometer UV-VIS pada panjang 
gelombang 510 nm 
8. Dibuat kurva standar asam galat dengan x = konsentrasi larutan kuersetin 
dan y = absorbansi, kemudian dihitung persamaan regresi dan R2 
Selanjutnya dilakukan analisis total flavonoid pada sampel. Prosedur analisis 
total flavonoid adalah: 
1. Diambil 1 ml sampel dan dimasukkan kedalam tabung reaksi 
2. Ditambahkan 4 ml aquades dan 0,3 ml larutan NaNO2 5% lalu divortex dan 
diinkubasi selama 5 menit 
3. Ditambahkan 0,3 ml larutan AlCl3 10% lalu divortex dan diinkubasi selama 
6 menit 
4. Ditambahkan 2 ml NaOH 1M dan 2,4 ml aquades lalu divortex 
Diukur absorbansi menggunakan spektrofotometer UV-VIS pada panjang 
gelombang 510 nm. Kadar total flavonoid dinyatakan sebagai setara quercetin 
dalam mg/g sampel kering atau sampel mgQE/g.  
  







Langkah pertama yang dilakukan adalah membuat kurva standar asam galat. 
Prosedur pembuatan kurva standar asam galat adalah: 
1. Dibuat larutan asam galat stok 500 ppm (0,0125 g dalam 25 ml aquades) 
2. Diencerkan hingga diperoleh larutan asam galat 0, 20, 40, 60, 80 dan 100 
ppm (0 digunakan sebagai blanko) 
3. Diambil 0,5 ml tiap konsentrasi larutan asam galat dan dimasukkan 
kedalam tabung reaksi 
4. Ditambakan 2,5 ml reagen Folin-Ciocalteau 10% (v/v) lalu divortex 
5. Ditambahkan 2 ml larutan Na2CO3 7,5% dan divoretx 
6. Diinkubasi selama 30 menit suhu ruang dalam kondisi gelap 
7. Diukur absrobansi menggunakan spektrofotometer UV-VIS pada panjang 
gelombang 751 nm 
8. Dibuat kurva standar asam galat dengan x = konsentrasi larutan asam 
galat dan y = absorbansi, kemudian dihitung persamaan regresi dan R2 
Selanjutnya dilakukan analisis total fenol pada sampel. Prosedur analisis 
total fenol adalah: 
1. Diambil 0,5 ml sampel dan dimasukkan kedalam tabung reaksi 
2. Ditambahkan 2,5 ml larutan Folin-Ciocalteau 10% (v/v) lalu divortex 
3. Ditambahkan 2 ml larutan Na2CO3 7,5% dan divoretx  
4. Diinkubasi selama 30 menit suhu ruang dalam kondisi gelap  
5. Diukur absorbansi pada panjang gelombang 751 nm 
6. Dikalibrasi dengan kurva standar asam galat untuk didapatkan total fenol 
dalam mg/g bahan 
7. Dihitung total fenol dalam mg/g bahan dengan persamaan 
" = 	C"#$	&	'	&	()G  
Keterangan: 
C : Kadar total fenol (mg/g) 
CGAE : Kadar total fenol dalam bentuk ekuivlen asam galat (ppm) 
V : Volume ekstrak yang digunakan (ml) 
G : Berat sampel (g) 
  







1. Sampel dibuat seri pengenceran larutan sampel dengan konsentrasi antara 
lain: 100, 200, 300, 400, 500 ppm.  
2. Kemudian sebanyak 2 ml tiap ekstrak sampel atau standar dimasukkan ke 
dalam tabung reaksi dan dicampur 1 ml DPPH 0,3 µM, kemudian divortex 
dan diinkubasi pada suhu ruang selama 30 menit dalam ruang gelap. 
3. Diukur serapannya dengan menggunakan spektrofotometer pada panjang 
gelombang 517 nm. Setiap sampel diukur secara triplo. 
Persen penghambatan dihitung dengan rumus sebagai berikut:  




1. Berat badan mencit diukur setiap minggu selama periode penelitian pada 
semua kelompok.  
2. Dilakukan penimbangan berat hati pada mencit setelah dibedah. 
3. Berat relatif hati pada masing-masing mencit dihitung dengan menggunakan 
rumus sebagai berikut: 
Berat relative hati = (berat hati/berat badan) x 100 
  
Lampiran 3. Pengujian Aktivitas Antioksidan (Sharma dan Bhat, 2009) 





Lampiran 5. Kurva Standar Total Flavonoid 
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7.1  Waktu Ekstraksi  
Penelitian pendahuluan dilakukan untuk menentukan batas atas dan batas 
bawah dari faktor waktu ekstraksi. Kisaran waktu ekstraksi yang digunakan mulai 
dari 2 menit, 6 menit, 12 menit, 24 menit dan 30 menit dengan faktor suhu dan 
konsentrasi etanol dibuat tetap yaitu masing-masing 50OC dan 90% dan dilakukan 
pengulangan sebanyak dua kali. Hasil ekstraksi yang diperoleh selanjutnya 
dilakukan pengukuran terhadap nilai total flavonoid untuk mengetahui waktu 
ekstraksi yang akan digunakan sebagai penentuan batas atas dan batas bawah 
pada software design expert. Data hasil uji waktu ekstraksi dan grafik waktu 
ekstraksi dapat dilihat pada Tabel 1 dan Gambar 1 . 













Kadar total flavonoid mengalami peningkatan dari 8,54 mgQE/g bahan 
menjadi 9.96 mgQE/g bahan pada waktu ekstraksi 12 menit ke 24 menit. Namun, 
mengalami penurunan setelah waktu ekstraksi 24 menit. Sehingga, waktu 
ekstraksi yang dipilih sebagai batas bawah dan batas atas dalam optimasi yaitu 5 
menit dan 25 menit.       
7.2 Konsentrasi Etanol   
Lama waktu 
(menit) 
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Gambar 1. Grafik Kisaran Waktu Ekstraksi 





Penelitian pendahuluan dilakukan untuk menentukan batas atas dan batas 
bawah dari faktor konsentrasi etanol. Kisaran konsentrasi etanol yang digunakan 
mulai dari 40%, 50%, 60%, 70%, 80% dan 90% dengan faktor suhu dan waktu 
ekstraksi dibuat tetap yaitu masing-masing 50OC dan 20 menit dan dilakukan 
pengulangan sebanyak dua kali. Hasil ekstraksi yang diperoleh selanjutnya 
dilakukan pengukuran terhadap nilai total flavonoid untuk mengetahui konsentrasi 
etanol yang akan digunakan sebagai penentuan batas atas dan batas bawah 
software design expert. Data hasil uji konsentrasi etanol dan grafik konsentrasi 
etanol dapat dilihat pada Tabel 2 dan Gambar 2. 















Kadar total flavonoid tertinggi terdapat pada konsentrasi etanol 70%. 




Konsentrasi etanol (%) 





























Kisaran Konsentrasi Etanol Terhadap Total Flavonoid












































Bubuk kulit jeruk Batu 55 
Ditimbang sebanyak 4 gram 
 
Dilakukan ekstraksi sesuai kisaran waktu dan konsentrasi etanol yang 
sudah ditentukan masing-masing menggunakan suhu 50oC dan waktu 
ekstraksi 30 menit 1:10 (b/v)  
 
Kisaran waktu ekstraksi  
- 2 menit 
- 6 menit 
- 12 menit 
- 24 menit 
- 30 menit 
Range konsentrasi etanol: 40%, 




Dilakukan analisa total 
flavonoid 
 
Diperoleh kisaran waktu dan 
konsentrasi etanol 
Gambar 3. Diagram Alir Ekstraksi Penentuan Kisaran Optimasi 






9.1 Design Aktual  
 
9.2 Summary 
9.3 Pemilihan Model 
Fit Summary Respon Total Flavonoid 
Tabel  3. Sequential Model Sum of Squares 
 
Pemilihan model berdasarkan jumlah kuadrat dari urutan model 
(Sequential Model Sum of Squares) dimulai dari model linear. Model linear 





memiliki nilai p sebesar 0,0137 (1,37%) yang menunjukkan bahwa peluang 
kesalahan model kurang dari 5%. Jika nilai p kurang dari 5% menunjukkan bahwa 
model tersebut nyata (signifikan) terhadap respon total flavonoid. Model kedua 
yang diamati adalah 2FI (interaksi antara dua faktor) yang memiliki nilai p sebesar 
0,0221 (2,21%) yang menunjukkan bahwa peluang kesalahan model kurang dari 
5% dan menunjukkan bahwa model tersebut nyata (signifikan) terhadap respon 
total flavonoid. Model ketiga yang diamati adalah kuadratik yang memiliki nilai p 
sebesar 0,0338 (3,38%) yang menunjukkan bahwa peluang kesalahan model 
kurang dari 5% atau berarti model kuadratik berpengaruh nyata (signifikan) 
terhadap respon total flavonoid. Pada model kuadratik memiliki nilai F hitung lebih 
tinggi dibandingkan model 2FI. Semakin besar nilai F hitung dan semakin kecil 
nilai p (Prob>F) menunjukan bahwa model yang dikembangkan signifikan dan 
menunjukkan sebagian besar variasi dalam respon dapat dijelaskan oleh 
persamaan regresi (Maran et al., 2013). Model keempat yang diamati adalah cubic 
dengan nilai p sebesar 0,3082 (30,82) yang menunjukkan bahwa peluang 
kesalahan model lebih dari 5% atau berarti bahwa model cubic tidak berpengaruh 
nyata (tidak signifikan) terhadap respon total flavonoid. Pada model cubic terdapat 
keterangan aliased (tidak disarankan) yang menunjukkan bahwa tidak semua 
parameter model cubic bisa diperkirakan secara spesifik karena model tersebut 
terlalu kompleks sehingga tidak mungkin digunakan (Yu and Sepehrnoori, 2018). 
Berdasarkan keempat model tersebut yang disarankan (suggested) oleh program 
adalah kuadratik karena memiliki nilai F hitung lebih besar daripada model 2FI dan 
memiliki peluang kesalahan model kurang dari 5%. 
Pemilihan model selanjutnya berdasarkan pengujian ketidaktepatan model 
(lack of fit). Pada pengujian lack of fit apabila nilai p lebih dari 5% (p-value > 0,05) 
maka dianggap tepat. Nilai lack of fit yang tidak siginifikan (p>0,05) menunjukkan 
bahwa prediksi model memiliki akurasi yang tinggi dan mengindikasikan bahwa 
model dapat digunakan untuk memprediksi respon (Gao et al., 2017). Hasil 






Tabel  4. Lack of Fit Tests 
 
Berdasarkan tabel diatas, model yang disarankan oleh software Design 
Expert adalah model kuadratik dikarenakan nilai p pada model kuadratik lebih dari 
5% dengan nilai sebesar 30,82% (p-value 0,3082). Selain itu, model quadratic 
memiliki nilai p yang lebih besar dibandingkan model lainnnya yang menunjukkan 
bahwa model kuadratik tidak signifikan terhadap ketidaktepatan model. 
Sedangkan, kedua model lainnya seperti linear dan 2FI tidak dipilih karena 
memiliki nilai p kurang dari 5% yang berarti model signifikan terhadap 
ketidaktepatan model.  
Pemilihan model ketiga berdasarkan ringkasan model statistik (summary of 
statistics) yang ditentukan berdasarkan nilai R2 tertinggi, nilai PRESS dan standar 
deviasi terendah. Hasil pemilihan model berdasarkan ringkasan model statistik 
dapat dilihat pada Tabel 5.  
Tabel  5. Model Summary Statistics 
 
Berdasarkan tabel diatas, model terbaik yang disarankan oleh software 
Design Expert adalah model kuadratik. Nilai standar deviasi yang ditunjukkan pada 
model kuadratik lebih kecil daripada model lainnya yaitu sebesar 0,9628. Pada 
model linear dan 2FI memiliki nilai standar deviasi masing-masing sebesar 2,01 





keragaman data yang semakin seragam. Nilai R-squared pada model kuadratik 
lebih tinggi dibandingkan model linear dan 2FI dengan nilai masing-masing 
sebesar 0,9441, 0,5473 dan 0,8198. Model yang baik adalah model yang memiliki 
nilai R2 mendekati 1 (Bakti, 2012). Pada model cubic memiliki nilai standar deviasi 
yang lebih rendah dan nilai R-squared serta adjusted R-squared yang lebih tinggi 
daripada model kuadratik. Namun, model cubic tidak disarankan (aliased) oleh 
program dikarenakan nilai predicted R-squared tidak memenuhi syarat.  
Nilai PRESS (Prediction Error Sum of Squares) digunakan untuk menghitung 
ketepatan model, semakin kecil nilai PRESS maka bias yang terjadi semakin 
sedikit dan menunjukkan semakin baik kemampuan model memprediksi (Carley 
et al., 2004). Berdasarkan Tabel 5 menunjukkan bahwa nilai PRESS model 
kuadratik lebih kecil dibandingkan model linear dan 2FI. Hasil ANOVA respon total 
flavonoid dapat dilihat pada Gambar 4.  
 
Berdasarkan Gambar 4 diketahui bahwa Nilai interaksi antara X1X2 (waktu 
ekstraksi dan konsentrasi etanol) dan X1X3 (waktu dan suhu ekstraksi) pada grafik 
2FI (interaksi dua faktor) tidak memberikan pengaruh yang signifikan terhadap 





respon total flavonoid yang ditunjukkan dengan nilai p masing-masing sebesar 
0,6334 dan 0,1014 (p > 0,05). Sedangkan, interaksi antara X2X3 (konsentrasi etanol 
dan suhu ekstraksi) adalah signifikan (p < 0,05) dengan nilai p sebesar 0,0009. 
Berdasarkan data tersebut, dapat disimpulkan bahwa model 2FI tidak sesuai untuk 
menunjukkan pola yang signifikan dari respon total flavonoid.  
Pada variabel waktu ekstraksi kuadrat (X12) memiliki nilai p sebesar 0,0070 
yang berarti kurang dari 0,05 (p < 0,05) sehingga menunjukan bahwa waktu 
ekstraksi kuadrat memiliki pengaruh yang signifikan. Pada variabel konsentrasi 
etanol kuadrat (X2²) dan suhu ekstraksi kuadrat (X3²) memiliki nilai p masing-masing 
sebesar 0,3960 dan 0,5387 yang berarti lebih dari 0,05 (p > 0,05) sehingga 
menunjukkan bahwa konsentrasi etanol kuadrat dan suhu ekstraksi kuadrat tidak 
berpengaruh signifikan.  
Berdasarkan penjelasan diatas dapat disimpulkan bahwa nilai p model, 
konsentrasi etanol (X2), suhu ekstraksi (X3), konsentrasi etanol dan suhu ekstraksi 
(X2X3), dan waktu ekstraksi kuadrat (X12) memiliki nilai kurang dari 0,05. Hal ini 
menunjukkan bahwa model kuadratik, faktor-faktor tersebut memiliki pengaruh 
yang signifikan terhadap respon total flavonoid. Sementara faktor waktu ekstraksi 
(X1), waktu ekstraksi dan konsentrasi etanol (X1X2) dan waktu dan suhu ekstraksi 
(X1X3), konsentrasi etanol kuadrat (X22) dan suhu ekstraksi kuadrat (X3²) tidak 








9.4 Pemilihan Model 
Fit Summary Respon Total Fenol 
Tabel 6. Sequential Model Sum of Squares 
 
Pemilihan model berdasarkan jumlah kuadrat dari urutan model (Sequential 
Model Sum of Squares) dimulai dari model linear. Model linear memiliki nilai p 
sebesar 0,0247 (2,47%) yang menunjukkan bahwa peluang kesalahan model 
kurang dari 5%. Jika nilai p kurang dari 5% menunjukkan bahwa model tersebut 
nyata (signifikan) terhadap respon total fenol. Model kedua yang diamati adalah 
2FI (interaksi antara dua faktor) yang memiliki nilai p sebesar 0,2883 (28,83%) 
yang menunjukkan bahwa peluang kesalahan model lebih dari 5% dan 
menunjukkan bahwa model tersebut tidak berpengaruh nyata (tidak signifikan) 
terhadap respon total fenol. Model ketiga yang diamati adalah kuadratik yang 
memiliki nilai p sebesar 0,0453 (4,53%) yang menunjukkan bahwa peluang 
kesalahan model kurang dari 5% atau berarti model kuadratik berpengaruh nyata 
(signifikan) terhadap respon total fenol. Pada model kuadratik memiliki nilai F 
hitung lebih tinggi dibandingkan model linear dan 2FI. Semakin besar nilai F hitung 
dan semakin kecil nilai p (Prob>F) menunjukan bahwa model yang dikembangkan 
signifikan dan menunjukkan sebagian besar variasi dalam respon dapat dijelaskan 
oleh persamaan regresi (Maran et al., 2013). Model keempat yang diamati adalah 
cubic dengan nilai p sebesar 0,7903 (79,03) yang menunjukkan bahwa peluang 
kesalahan model lebih dari 5% atau berarti bahwa model cubic tidak berpengaruh 
nyata (tidak signifikan) terhadap respon total fenol. Pada model cubic terdapat 
keterangan aliased (tidak disarankan) yang menunjukkan bahwa tidak semua 
parameter model cubic bisa diperkirakan secara spesifik karena model tersebut 
terlalu kompleks sehingga tidak mungkin digunakan (Yu and Sepehrnoori, 2018). 





adalah kuadratik karena memiliki nilai F hitung lebih besar daripada model linear 
dan 2FI dan memiliki peluang kesalahan model kurang dari 5%. 
Pemilihan model selanjutnya berdasarkan pengujian ketidaktepatan model 
(lack of fit). Pada pengujian lack of fit apabila nilai p lebih dari 5% (p-value > 0,05) 
maka dianggap tepat. Nilai lack of fit yang tidak siginifikan (p>0,05) menunjukkan 
bahwa prediksi model memiliki akurasi yang tinggi dan mengindikasikan bahwa 
model dapat digunakan untuk memprediksi respon (Gao et al., 2017). Hasil 
pemilihan model berdasarkan ketidaktepatan model dapat dilihat pada Tabel 7. 
Tabel 7 Lack of Fit Test 
 
Berdasarkan tabel diatas, model yang disarankan oleh software Design 
Expert adalah model kuadratik dikarenakan nilai p pada model kuadratik lebih dari 
5% dengan nilai sebesar 79,03% (p-value 0,7903). Selain itu, model kuadratik 
memiliki nilai p yang lebih besar dibandingkan model lainnnya yang menunjukkan 
bahwa model kuadratik tidak signifikan terhadap ketidaktepatan model. Pada 
kedua model lainnya seperti linear dan 2FI juga memiliki nilai p lebih dari 5%. 
Namun, kedua model tersebut tidak dipilih karena memiliki nilai p yang lebih kecil 
daripada model kuadratik. 
Pemilihan model ketiga berdasarkan ringkasan model statistik (summary of 
statistics) yang ditentukan berdasarkan nilai R2 tertinggi, nilai PRESS dan standar 
deviasi terendah. Hasil pemilihan model berdasarkan ringkasan model statistik 





Tabel 8. Model Summary Statistics 
 
Berdasarkan tabel diatas, model terbaik yang disarankan oleh software 
Design Expert adalah model kuadratik. Nilai standar deviasi yang ditunjukkan pada 
model kuadratik lebih kecil daripada model lainnya yaitu sebesar 1,87. Pada model 
linear dan 2FI memiliki nilai standar deviasi masing-masing sebesar 2,82 dan 2,69. 
Nilai standar deviasi yang semakin rendah menunjukkan tingkat keragaman data 
yang semakin seragam. Nilai R-squared pada model kuadratik lebih tinggi 
dibandingkan model linear dan 2FI dengan nilai masing-masing sebesar 0,8821, 
0,5017 dan 0,6521. Model yang baik adalah model yang memiliki nilai R2 
mendekati 1 (Bakti, 2012). Pada model cubic memiliki nilai standar deviasi sebesar 
2,20 dan nilai R-squared serta adjusted R-squared yang lebih tinggi daripada 
model kuadratik. Namun, model cubic tidak disarankan (aliased) oleh program 
dikarenakan nilai predicted R-squared tidak memenuhi syarat.  
Nilai PRESS (Prediction Error Sum of Squares) digunakan untuk menghitung 
ketepatan model, semakin kecil nilai PRESS maka bias yang terjadi semakin 
sedikit dan menunjukkan semakin baik kemampuan model memprediksi (Carley 
et al., 2004). Berdasarkan Tabel 8 menunjukkan bahwa nilai PRESS model 
kuadratik lebih kecil dibandingkan model linear dan 2FI. Hasil ANOVA respon total 






   
 
Berdasarkan Gambar 5 menunjukkan bahwa nilai interaksi antara X1X3 
(waktu dan suhu ekstraksi) dan X2X3 (konsentrasi etanol dan suhu ekstraksi) pada 
grafik 2FI (interaksi dua faktor) tidak memberikan pengaruh yang signifikan 
terhadap respon total fenol yang ditunjukkan dengan nilai p masing-masing 
sebesar 0,2122 dan 0,2897 (p > 0,05). Sedangkan, interaksi antara X1X2 (waktu 
dan konsentrasi etanol) adalah signifikan (p < 0,05) dengan nilai p sebesar 0,0478. 
Berdasarkan data tersebut, dapat disimpulkan bahwa model 2FI tidak sesuai untuk 
menunjukkan pola yang signifikan dari respon total fenol.  
Pada variabel konsentrasi etanol kuadrat (X22) memiliki nilai p sebesar 
0,0398 yang berarti kurang dari 0,05 (p < 0,05) sehingga menunjukan bahwa 
konsentrasi etanol kuadrat memiliki pengaruh yang signifikan. Pada variabel waktu 
ekstraksi kuadrat (X12) dan suhu ekstraksi kuadrat (X32) memiliki nilai p masing-
masing sebesar 0,1080 dan 0,1553 yang berarti lebih dari 0,05 (p > 0,05) sehingga 
menunjukkan bahwa waktu ekstraksi kuadradan suhu ekstraksi kuadrat tidak 
berpengaruh signifikan.  
Berdasarkan penjelasan diatas dapat disimpulkan bahwa nilai p model, waktu 
ekstraksi (X1), konsentrasi etanol (X2), suhu ekstraksi (X3), waktu dan konsentrasi 
etanol (X1X2), dan konsentrasi etanol kuadrat (X22) memiliki nilai kurang dari 0,05. 





Hal ini menunjukkan bahwa model kuadratik, faktor-faktor tersebut memiliki 
pengaruh yang signifikan terhadap respon total fenol. Sementara faktor waktu dan 
suhu ekstraksi (X1X3) dan konsentrasi etanol dan suhu ekstraksi (X2X3), waktu 
ekstraksi kuadrat (X12) dan suhu ekstraksi kuadrat (X32) tidak memberikan 





9.5 Pemilihan Model 
Fit Summary Respon Aktivitas Antioksidan 
Tabel 9. Sequential Model Sum of Squares 
 
Pemilihan model berdasarkan jumlah kuadrat dari urutan model (Sequential 
Model Sum of Squares) dimulai dari model linear. Model linear memiliki nilai p 
sebesar 0,0523 (5,23%) yang menunjukkan bahwa peluang kesalahan model 
kurang dari 5%. Jika nilai p kurang dari 5% menunjukkan bahwa model tersebut 
nyata (signifikan) terhadap respon aktivitas antioksidan. Model kedua yang diamati 
adalah 2FI (interaksi antara dua faktor) yang memiliki nilai p sebesar 0,9039 
(90,39%) yang menunjukkan bahwa peluang kesalahan model lebih dari 5% dan 
menunjukkan bahwa model tersebut tidak berpengaruh nyata (tidak signifikan) 
terhadap respon aktivitas antioksidan. Model ketiga yang diamati adalah kuadratik 
yang memiliki nilai p sebesar 0,0017 (0,17%) yang menunjukkan bahwa peluang 
kesalahan model kurang dari 5% atau berarti model kuadratik berpengaruh nyata 
(signifikan) terhadap respon aktivitas antioksidan. Pada model kuadratik memiliki 
nilai F hitung lebih tinggi dibandingkan model linear dan 2FI. Semakin besar nilai 
F hitung dan semakin kecil nilai p (Prob>F) menunjukan bahwa model yang 
dikembangkan signifikan dan menunjukkan sebagian besar variasi dalam respon 
dapat dijelaskan oleh persamaan regresi (Maran et al., 2013). Model keempat 
yang diamati adalah cubic dengan nilai p sebesar 0,3725 (37,25) yang 
menunjukkan bahwa peluang kesalahan model lebih dari 5% atau berarti bahwa 
model cubic tidak berpengaruh nyata (tidak signifikan) terhadap respon aktivitas 
antioksidan. Pada model cubic terdapat keterangan aliased (tidak disarankan) 





secara spesifik karena model tersebut terlalu kompleks sehingga tidak mungkin 
digunakan (Yu and Sepehrnoori, 2018). Berdasarkan keempat model tersebut 
yang disarankan (suggested) oleh program adalah kuadratik karena memiliki nilai 
F hitung lebih besar daripada model linear dan 2FI dan memiliki peluang kesalahan 
model kurang dari 5%. 
Pemilihan model selanjutnya berdasarkan pengujian ketidaktepatan model 
(lack of fit). Pada pengujian lack of fit apabila nilai p lebih dari 5% (p-value > 0,05) 
maka dianggap tepat. Nilai lack of fit yang tidak siginifikan (p>0,05) menunjukkan 
bahwa prediksi model memiliki akurasi yang tinggi dan mengindikasikan bahwa 
model dapat digunakan untuk memprediksi respon (Gao et al., 2017). Hasil 
pemilihan model berdasarkan ketidaktepatan model dapat dilihat pada Tabel 10. 
Tabel 10. Lack of Fit Test 
 
Berdasarkan tabel diatas, model yang disarankan oleh software Design 
Expert adalah model kuadratik dikarenakan nilai p pada model kuadratik lebih dari 
5% dengan nilai sebesar 37,25% (p-value 0,3725). Selain itu, model kuadratik 
memiliki nilai p yang lebih besar dibandingkan model lainnya yang menunjukkan 
bahwa model kuadratik tidak signifikan terhadap ketidaktepatan model. 
Sedangkan, kedua model lainnya seperti linear dan 2FI tidak dipilih karena 
memiliki nilai p kurang dari 5% yang berarti model signifikan terhadap 
ketidaktepatan model. 
Pemilihan model ketiga berdasarkan ringkasan model statistik (summary of 
statistics) yang ditentukan berdasarkan nilai R2 tertinggi, nilai PRESS dan standar 
deviasi terendah. Hasil pemilihan model berdasarkan ringkasan model statistik 






Tabel 11. Model Summary Statistics 
 
Berdasarkan tabel diatas, model terbaik yang disarankan oleh software 
Design Expert adalah model kuadratik. Nilai standar deviasi yang ditunjukkan pada 
model kuadratik lebih kecil daripada model lainnya yaitu sebesar 5,74. Pada model 
linear dan 2FI memiliki nilai standar deviasi masing-masing sebesar 12,10 dan 
13,43. Nilai standar deviasi yang semakin rendah menunjukkan tingkat keragaman 
data yang semakin seragam. Nilai R-squared pada model kuadratik lebih tinggi 
dibandingkan model linear dan 2FI dengan nilai masing-masing sebesar 0,9316, 
0,4363 dan 0,4660. Model yang baik adalah model yang memiliki nilai R2 
mendekati 1 (Bakti, 2012). Pada model cubic memiliki nilai standar deviasi sebesar 
5,34 dan nilai R-squared serta adjusted R-squared yang lebih tinggi daripada 
model kuadratik. Namun, model cubic tidak disarankan (aliased) oleh program 
dikarenakan nilai predicted R-squared tidak memenuhi syarat.  
Nilai PRESS (Prediction Error Sum of Squares) digunakan untuk menghitung 
ketepatan model, semakin kecil nilai PRESS maka bias yang terjadi semakin 
sedikit dan menunjukkan semakin baik kemampuan model memprediksi (Carley 
et al., 2004). Berdasarkan Tabel 5.9 menunjukkan bahwa nilai PRESS model 
kuadratik lebih besar dibandingkan model linear dan 2FI. Hasil ANOVA respon 






Berdasarkan Gambar 6 diketahui bahwa Nilai interaksi antara X1X2 (waktu 
dan konsentrasi etanol), X1X3 (waktu dan suhu ekstraksi) dan X2X3 (konsentrasi 
etanol dan suhu ekstraksi) pada grafik 2FI (interaksi dua faktor) tidak memberikan 
pengaruh yang signifikan terhadap respon aktivitas antioksidan yang ditunjukkan 
dengan nilai p masing-masing sebesar 0,4764, 0,2559 dan 0,3636 (p > 0,05). 
Berdasarkan data tersebut, dapat disimpulkan bahwa model 2FI tidak sesuai untuk 
menunjukkan pola yang signifikan dari respon aktivitas antioksidan. 
Pada variabel waktu ekstraksi kuadrat (X12), konsentrasi etanol kuadrat (X22) 
dan suhu ekstraksi kuadrat (X32) memiliki nilai p masing-masing sebesar 0,0016, 
0,0106 dan 0,037 yang berarti kurang dari 0,05 (p < 0,05) sehingga menunjukan 
bahwa waktu ekstraksi kuadrat, konsentrasi etanol kuadrat dan suhu ekstraksi 
kuadrat memiliki pengaruh yang signifikan. 
Berdasarkan penjelasan diatas dapat disimpulkan bahwa nilai p model, 
konsentrasi etanol (X2), suhu ekstraksi (X3), waktu ekstraksi kuadrat (X12), 





konsentrasi etanol kuadrat (X22) dan suhu ekstraksi kuadrat (X12) memiliki nilai 
kurang dari 0,05. Hal ini menunjukkan bahwa model kuadratik, faktor-faktor 
tersebut memiliki pengaruh yang signifikan terhadap respon aktivitas antioksidan. 
Sementara faktor waktu ekstraksi (X1), waktu dan konsentrasi etanol (X1X2), waktu 
dan suhu ekstraksi (X1X3) dan konsentrasi etanol dan suhu ekstraksi (X2X3) tidak 





9.6 Solusi Optimasi Respon 
 
Tabel 12. Solusi Titik Optimum Ekstraksi terhadap Total Flavonoid, Fenol dan 
Aktivitas Antioksidan 










1 16,867 50,000 75,000 14,087 13,423 57,562 0,908 Selected 
2 16,860 50,001 75,000 14,088 13,421 57,568 0,908 
 
3 16,768 50,001 75,000 14,095 13,400 57,629 0,908 
 
4 16,982 50,002 75,000 14,077 13,450 57,483 0,908 
 
5 17,061 50,000 75,000 14,070 13,468 57,426 0,908 
 
6 16,847 50,215 75,000 14,054 13,427 57,652 0,908 
 
7 16,692 50,181 75,000 14,072 13,390 57,741 0,908 
 
8 16,533 50,002 75,000 14,114 13,343 57,774 0,908 
 
9 17,068 50,214 75,000 14,034 13,478 57,496 0,908 
 
10 16,833 50,386 75,000 14,028 13,431 57,720 0,908 
 
11 17,234 50,002 75,000 14,053 13,507 57,296 0,908 
 
12 17,325 50,000 75,000 14,044 13,527 57,223 0,908 
 
13 17,134 50,687 75,000 13,951 13,509 57,605 0,908 
 
14 17,025 50,940 75,000 13,920 13,494 57,766 0,907 
 
15 16,136 50,454 75,000 14,068 13,265 58,145 0,907 
 
16 16,660 51,347 75,000 13,885 13,425 58,139 0,907 
 
17 16,503 52,508 75,000 13,706 13,418 58,548 0,904 
 
18 15,707 52,039 75,000 13,833 13,220 58,818 0,904 
 
 
9.7 Verifikasi Model Hasil Optimasi 
 
Tabel 13. Point Prediction Hasil Optimum Respon Total Flavonoid, Total Fenol dan 
Aktivitas Antioksidan 
Response Predicted  SE Mean 
95% CI  
low  
95% CI 

















57,5637 5,01746 45,6993 69,4282 7,62597 39,5312 75,5963 
  Keterangan: 
- 95% CI (Confident Interval) Low : Nilai terendah dari penduga yang diprediksikan  
(yang dikehendaki) 
- 95% CI (Confident Interval) High : Nilai tertinggi dari penduga yang diprediksikan  
(yang dikehendaki) 





dimana memiliki nilai kepercayaan dari 
pengamatan individual sebesar 95% 
- 95% PI (Prediction Interval) High : Nilai terendah dari interval yang diprediksikan,  
dimana memiliki nilai kepercayaan dari  








Paired T-Test and CI: Prediksi Flavonoid; Verifikasi Flavonoid  
 
Paired T for Prediksi Flavonoid - Verifikasi Flavonoid 
 
                      N    Mean  StDev  SE Mean 
Prediksi Flavonoid    3  14,090  0,000    0,000 
Verifikasi Flavonoid  3  14,103  0,695    0,401 
Difference            3  -0,013  0,695    0,401 
 
 
95% CI for mean difference: (-1,740; 1,714) 
T-Test of mean difference = 0 (vs ≠ 0): T-Value = -0,03  P-Value = 0,977 
 
Paired T-Test and CI: Prediksi Fenol; Verifikasi Fenol  
 
Paired T for Prediksi Fenol - Verifikasi Fenol 
 
                  N    Mean  StDev  SE Mean 
Prediksi Fenol    3  13,420  0,000    0,000 
Verifikasi Fenol  3  14,113  0,334    0,193 
Difference        3  -0,693  0,334    0,193 
 
 
95% CI for mean difference: (-1,523; 0,136) 
T-Test of mean difference = 0 (vs ≠ 0): T-Value = -3,60  P-Value = 0,069 
 
Paired T-Test and CI: Prediksi Antioksidan; Verifikasi Antioksidan  
 
Paired T for Prediksi Antioksidan - Verifikasi Antioksidan 
 
                        N   Mean  StDev  SE Mean 
Prediksi Antioksidan    3  57,56   0,00     0,00 
Verifikasi Antioksidan  3  51,52   3,08     1,78 
Difference              3   6,04   3,08     1,78 
 
 
95% CI for mean difference: (-1,62; 13,70) 
T-Test of mean difference = 0 (vs ≠ 0): T-Value = 3,39  P-Value = 0,077 
 
  









(c) Gambar 7 Hasil Kromatogram Masing-masing Golongan Senyawa: (a) Naringin  
      dan Narirutin (b) Hesperidin dan Neohesperidin (c) Nobiletin 
 








Perubahan Berat Badan (g) Hari Ke- 
0 7 14 21 28 35 42 50 
Kontrol 
Negatif 
1 24 23 28 25 26 27 29 30 
2 24 25 28 30 30 30 31 31 
3 20 27 30 30 30 30 30 33 
4 20 26 25 29 28 30 31 32 
5 21 25 27 30 29 29 30 30 
Rerata 21,8 25,2 27,6 28,8 28,6 29,2 30,2 31,2 
Kontrol Positif 
1 20 21 31 31 28 25 23 27 
2 20 19 27 33 31 33 35 37 
3 25 22 29 31 32 32 33 35 
4 22 23 30 33 33 34 30 31 
5 21 28 23 27 24 24 25 24 
Rerata  21,6 22,6 28 31 29,6 29,6 29,2 30,8 
Silymarin 
1 25 29 30 30 28 29 29 31 
2 22 27 26 29 28 32 33 33 
3 20 26 26 28 28 28 28 28 
4 22 23 21 31 31 32 32 36 
5 25 25 26 28 27 25 29 31 
Rerata  22,8 26 25,8 29,2 28,4 29,2 30,2 31,8 
Kulit Jeruk 5 
ml/kg/BB/hari 
1 21 24 28 30 30 31 31 32 
2 22 25 28 24 35 36 34 37 
3 24 28 31 28 27 28 29 31 
4 21 27 25 32 32 31 32 33 
5 24 26 30 32 32 32 30 33 
Rerata  22,4 26 28,4 29,2 31,2 31,6 31,2 33,2 
Kulit Jeruk 10 
ml/kg/BB/hari 
1 20 24 26 26 25 24 28 33 
2 23 23 24 28 29 29 30 31 
3 21 22 24 31 31 31 27 34 
4 21 26 28 29 29 27 27 30 
5 24 19 26 25 23 24 25 28 
Rerata  21,8 22.8 25,6 27,8 27,4 27 27,4 31,2 
 
  








Berat hati ulangan ke- (g) 
Rerata 
U1 U2 U3 U4 U5 
Kontrol Negatif 1,6436 2,2384 1,6428 1,6129 1,9252 1,8126 
Kontrol Positif  1,4329 1,9952 2,1474 2,0704 1,3649 1,8022 
Silymarin 1,6318 1,8742 1,9066 2,3221 1,7461 1,8962 
Kulit Jeruk 5 ml/kg/BB/hari 2,5375 2,5995 1,8506 2,2023 2,3241 2,3028 
Kulit Jeruk 10 ml/kg/BB/hari 1,7915 1,6359 2,2456 1,6056 1,6401 1,7837 
 
  







Pengukuran berat relatif hati merupakan salah satu kriteria pada penelitian 
ini. Pada penelitian ini dilakukan penimbangan berat badan setiap satu minggu 
sekali untuk melihat adanya pengaruh pemberian ekstrak pekat kulit jeruk dan 
dilakukan penimbangan hati pada saat pembedahan. Hasil rerata berat relatif hati 
mencit pada kelompok perlakuan ekstrak pekat kulit jeruk dapat dilihat pada Tabel 
14.  
Tabel 14.  Pengaruh Pemberian Ekstrak Kulit Jeruk pada Berat Badan, Berat Hati 
dan Berat Relatif Hati Mencit Induksi DEN 
 
Pada Tabel 14 menunjukkan bahwa berat badan mencit kelompok kontrol 
positif menurun dibandingkan dengan kontrol negatif. Pemberian ekstrak kulit jeruk 
pada mencit yang diinduksi DEN menyebabkan peningkatan berat badan mencit 
dan mengindikasikan bahwa ekstrak kulit jeruk dapat mencegah penurunan berat 
badan yang disebabkan oleh kanker. Selain itu, berat hati pada kelompok 
pemberian ekstrak kulit jeruk lebih tinggi dibandingkan dengan kontrol positif 
  




Berat hati Berat relative 
hati 
Kontrol Negatif 21,8 ± 2,04 31,2 ±	1,30 1,81 ± 0,26 5,83 ± 0,97 
Kontrol Positif 21,6 ±	2,07 30,8 ± 5,40 1,80 ± 0,37 5,84 ± 0,57 
DEN + silymarin 22,8 ±	2,17 31,8 ± 2,95 1,89± 0,26 5,97 ± 0,64 
DEN + kulit jeruk 5  
ml/kg/BB/hari 
22,4 ± 1,52 33,2 ± 2,28 2,30 ± 0,30 6,93 ± 0,71 
DEN + kulit jeruk 10  
ml/kg/BB/hari 
21,8 ± 1,64 31,2 ± 1,3 1,81 ± 0,26 5,83 ±	0,97 
















1,37 0,49 82 16,14 0,49 
1,98 0,43 81,35 16,24 0,43 
1,36 0,46 72,46 25,72 0,46 
2,32 0,5 79,42 17,76 0,5 





0,64 0,31 79,36 19,69 0,31 
1,05 0,52 76,93 21,5 0,52 
1,03 0,48 75,01 23,48 0,48 
1,73 0,49 73,73 24,05 0,49 
3,34 0,92 67,23 28,51 0,92 
Silymarin 
0,64 0,38 80,31 18,67 0,38 
1,31 0,44 79,45 18,8 0,44 
1,4 0,3 84,52 13,78 0,3 
0,64 0,27 81,79 17,2 0,27 
1,51 0,44 75,04 24,51 0,44 




1,14 0,61 77,69 20,56 0,61 
2,24 0,57 73,19 24 0,57 
1,2 0,7 75,87 22,23 0,8 
1,97 0,75 79,75 17,53 0,75 
3,2 0,64 76,51 19,65 0,64 





1,94 0,66 78,95 18,45 0,66 
4,83 0,95 76 18,22 0,95 
2,54 0,8 76,25 20,41 0,8 
2,1 0,88 76,47 20,55 0,88 
1,82 0,55 79,8 17,83 0,55 
 




Null hypothesis         All means are equal 
Alternative hypothesis  At least one mean is different 
Significance level      α = 0.05 
 





Factor    Levels  Values 
Kelompok       5  P0, P1, P2, P3, P4 
 
 
Analysis of Variance 
 
Source    DF  Adj SS   Adj MS  F-Value  P-Value 
Kelompok   4  0.5089  0.12723     6.78    0.001 





Error     20  0.3751  0.01876 





       S    R-sq  R-sq(adj)  R-sq(pred) 





Kelompok  N    Mean   StDev       95% CI 
P0        5  0.4720  0.0277  (0.3442, 0.5998) 
P1        5   0.544   0.226  ( 0.416,  0.672) 
P2        5  0.3660  0.0786  (0.2382, 0.4938) 
P3        5  0.6740  0.0971  (0.5462, 0.8018) 
P4        5  0.7680  0.1627  (0.6402, 0.8958) 




Fisher Pairwise Comparisons  
 
Grouping Information Using the Fisher LSD Method and 95% Confidence 
 
Kelompok  N    Mean  Grouping 
P4        5  0.7680  A 
P3        5  0.6740  A B 
P1        5   0.544    B C 
P0        5  0.4720      C 
P2        5  0.3660      C 
 
Means that do not share a letter are significantly different. 
















0,07 0,38 84,72 14,83 0,38 
0,38 1,16 85,38 13,08 1,16 
0,17 0,98 82,27 16,58 0,98 
0,41 1,23 83,15 15,21 1,23 
0,15 1,06 84,9 13,89 1,06 
Kontrol positif 
0,35 1,58 85,57 12,5 1,58 
0,25 1,65 85 13,1 1,65 
0,14 1,21 85,5 13,15 1,21 
0,23 1,88 88 9,89 1,88 
0,23 1,66 84,71 13,4 1,66 
Silymarin 
0,2 0,54 91,51 7,75 0,54 
0,36 1,53 77,34 20,77 1,53 
0,28 1,27 88,88 9,57 1,27 
0,2 1,48 80,83 17,49 1,48 
2,33 0,8 87,26 9,61 0,8 
Kulit jeruk 5 
ml/kg/BB/hari 
0,22 1,78 84,59 13,41 1,78 
0,2 1,7 81,79 16,31 1,7 
0,23 1,69 84,68 13,4 1,69 
0,42 1,19 82,65 15,74 1,19 
0,14 1,52 82,16 16,18 1,52 
Kulit jeruk 10 
ml/kg/BB/hari 
0,74 1,54 86,34 11,38 1,54 
0,34 0,99 85,02 13,65 0,99 
0,15 0,95 85,42 13,48 0,95 
0,28 0,97 85,68 13,07 0,97 
0,18 1,45 80,68 17,69 1,45 
 




Null hypothesis         All means are equal 
Alternative hypothesis  At least one mean is different 
Significance level      α = 0.05 
 





Factor    Levels  Values 
Kelompok       5  P0, P1, P2, P3, P4 
 
 
Analysis of Variance 
 
Source    DF  Adj SS  Adj MS  F-Value  P-Value 





Kelompok   4   1.613  0.4033     4.01    0.015 
Error     20   2.013  0.1007 





       S    R-sq  R-sq(adj)  R-sq(pred) 





Kelompok  N   Mean  StDev      95% CI 
P0        5  0.962  0.339  (0.666, 1.258) 
P1        5  1.596  0.243  (1.300, 1.892) 
P2        5  1.124  0.436  (0.828, 1.420) 
P3        5  1.576  0.236  (1.280, 1.872) 
P4        5  1.180  0.290  (0.884, 1.476) 
 
Pooled StDev = 0.317273 
 
  
Fisher Pairwise Comparisons  
 
Grouping Information Using the Fisher LSD Method and 95% Confidence 
 
Kelompok  N   Mean  Grouping 
P1        5  1.596  A 
P3        5  1.576  A 
P4        5  1.180  A B 
P2        5  1.124    B 
P0        5  0.962    B 
 













  UL UR LL LR 
Kontrol negatif 
1,15 0,33 82,23 16,29 0,33 
1,39 0,3 81,93 16,38 0,3 
0,78 0,32 73,04 25,86 0,32 
1,62 0,34 80,12 17,92 0,34 
1,11 0,38 79,51 19 0,38 
Kontrol positif 
1,11 0,4 78,79 19,7 0,4 
1,12 0,46 76,82 21,6 0,46 
0,96 0,44 75,1 23,5 0,44 
1,53 0,48 73,92 24,07 0,48 
1,34 0,5 69,23 28,93 0,5 
Silymarin 
1,17 0,4 79,78 18,65 0,4 
1,38 0,46 79,38 18,78 0,46 
1,36 0,31 84,55 13,78 0,31 
0,85 0,36 81,38 17,41 0,36 
1,52 0,33 75,02 23,13 0,33 
Kulit jeruk 5 
ml/kg/BB/hari 
1,54 0,4 77,53 20,53 0,4 
1,91 0,52 73,52 24,05 0,52 
1,31 0,66 75,76 22,27 0,66 
2,1 0,69 79,3 17,91 0,69 
3,41 0,76 76,92 18,91 0,76 
Kulit jeruk 10 
ml/kg/BB/hari 
2,9 0,63 78,14 18,33 0,63 
2,44 0,58 78,38 18,6 0,58 
1,92 0,56 76,88 20,64 0,56 
1,96 0,48 76,72 20,84 0,48 
1,69 0,58 79,92 17,81 0,58 
 




Null hypothesis         All means are equal 
Alternative hypothesis  At least one mean is different 
Significance level      α = 0.05 
 





Factor    Levels  Values 
Kelompok       5  P0, P1, P2, P3, P4 
 
 
Analysis of Variance 
 
Source    DF  Adj SS    Adj MS  F-Value  P-Value 





Kelompok   4  0.2798  0.069946    11.74    0.000 
Error     20  0.1192  0.005958 





        S    R-sq  R-sq(adj)  R-sq(pred) 





Kelompok  N    Mean   StDev       95% CI 
P0        5  0.3340  0.0297  (0.2620, 0.4060) 
P1        5  0.4560  0.0385  (0.3840, 0.5280) 
P2        5  0.3720  0.0597  (0.3000, 0.4440) 
P3        5  0.6060  0.1445  (0.5340, 0.6780) 
P4        5  0.5660  0.0546  (0.4940, 0.6380) 
 
Pooled StDev = 0.0771881 
 
  
Fisher Pairwise Comparisons  
 
Grouping Information Using the Fisher LSD Method and 95% Confidence 
 
Kelompok  N    Mean  Grouping 
P3        5  0.6060  A 
P4        5  0.5660  A 
P1        5  0.4560    B 
P2        5  0.3720    B C 
P0        5  0.3340      C 
  














Pengeringan kulit jeruk  Penghalusan kulit jeruk  
Pengayakan 
Kulit jeruk lolos ayakan 60 
mesh 
Dimasukkan kedalam vessel 
dan ditambah pelarut 
Ekstraksi dengan MAE 
Penyaringan Ekstrak kulit jeruk  







Adaptasi mencit Penimbangan  Penyondean  
Induksi DEN Dislokasi  Pembedahan  
Penghalusan limfa Sentrifuge limfa  Penimbangan hati 
Lampiran 20. Dokumentasi Penelitian 
